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1 9 84 ) , p h o t o c o p i e r t o n e r s (R o s e n k r a n z e t a l . , 1 9 8 0 ) a n d i n Ja p a n e s e g r i l l e d c h i c k e n
(K i n o u c h i e t a l , 1 9 8 6)
2 - N i t r o f lu o r a n t h e n e h a s b e e n d e t e c t e d i n e x t r a c t s f r o m a m b i e n t a i r p a r t i c u l a t e
m a t t e r f r o m u r b a n a n d r u r a l a r e a s (N i e l s e n e t a l , 1 9 84 ; P i t t s e t a l , 1 9 8 5 ) 3 -
N i t r o fl u o r a n t h e n e h a s b e e n d e t e c t e d m a i n l y i n d i e s e l e m i s s i o n s (P a p u t a - P e c k e t a l , 1 9 8 3 ;
Sc hu e t z l e
,
1 9 8 3 )
I I B F o r m a t i o n o f N i t r o - P A H s
N i t r o - P A H s w e r e f o r m e d b y th e n i t r a t i o n o f P A H s p r e s e n t i n c o m b u s t i o n g a s e s
a n d o n p a r t i c u l a t e m a t t e r e i t h e r d u r i n g c o m bu s t i o n o r w h i l e c i r c u l a t i n g i n a m b i e n t a ir
(N i e l s e n e t a l , 1 9 84 ; Z i e l i n s k a e t a l , 1 9 8 6 )
1 - N i t r o p y r e n e , a d i r e c t b y - p r o du c t o f i n c o m p l e t e c o m b u s t i o n p r o c e s s e s , w a s
i d e n t i f i e d a s t h e s i n g l e m o s t a b u n d a n t n i t r o - P A H i n d i e s e l e n g i n e e x h a u s t (P a p u t a - P e c k
e t a l
,
1 9 83 ) I t w a s f o r m e d s y n t h e t i c a l l y o n f i l t e r s b y t h e r e a c t i o n o f p y r e n e w i t h g a s e o u s
N 2 O 5 (P i t t s e t a l , 1 9 8 5 ) 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e , a l s o i d e n t i f i e d a s a c o m bu s t i o n b y - p r o d u c t
i n d i e s e l e n g i n e e x h a u s t , w a s r e a d i l y p r o du c e d b y t h e d i r e c t n i t r a t i o n o f t h e fl u o r a n t h e n e
m o l e c u l e b y N 2 O 5 o r N O x (Sc h u e t z l e e t a l , 1 9 8 2 ; Z i e l i n s k a e t a l , 1 9 8 6 ) I t h a s b e e n
r e p o r t e d t h a t t h e r e a c t i o n o f f l u o r a n t h e n e w i t h N 2 O 5 o n f i l t e r s f o r m e d t h e 1 - , 3 - , 7 - a n d
8 - i s o m e r s o f n i t r o f lu o r a n t h e n e ( Sw e e tm a n e t a l , 1 9 86 )
2 - N i t r o f lu o r a n t h e n e
,
f o r m e d p r e do m i n a n t l y i n a m b i e n t a i r , w a s f o r m e d b y th e
r e a c t i o n o f v o l a t i l e o r g a n i c f l u o r a n t h e n e s w i t h N 2 O 5 a f t e r f r e e r a d i c a l f o r m a t i o n a t t h e C -
3 p o s i t i o n (P i t t s e t a l , 1 9 8 5 ; Z i e l i n s k a e t a l , 1 9 8 6 ; Z i e l i n s k a e t a l , 1 9 87 )
I I C St r u c t u r e A c t i v i t y R e l a t i o n s h i p s ( SA R )
T h e g e n o t o x i c i t y o f n i t r o - P A H s i n t h e Sa lm o n e l l a t y p h im u r i u m p l a t e
i n c o r p o r a t i o n a s s a y i s l a r g e l y d u e t o t h e i n t e r a c t i o n o f a n a r y l n i t r e n i u m i o n f o r m e d
t h r o u g h r e du c t i o n o f t h e n i t r o g r o u p P r o t o n a t i o n o f t h e h y d r o x y l a m i n e i n t e r m e d i a t e
r e s u l t s i n t h e l o s s o f a w a t e r m o l e c u l e f r o m t h i s c o m p o u n d a n d f o r m a t i o n o f t h e
n i t r e n i u m i o n
,
t h e u l t im a t e r e a c t i v e s p e c i e s t h a t b i n d s t o D N A D e l o c a l i z a t i o n o f t h e
p o s i t i v e c h a r g e f r o m t h e n it r e n iu m i o n i n t o t h e a r o m a t i c r i n g p r o d u c e s c a r b o n i u m i o n s a t
t h e o r t h o a n d p a r a p o s i t i o n s T h e l i f e t im e o f t h e c h a r g e d e l e c t r o p h i l e w o u l d b e i n c r e a s e d
1^^ b y s t a b i l i z a t i o n o f t h e a r o m a t i c c a r b o n i u m i o n , l e a d i n g t o an i n c r e a s e i n i t s c h a n c e s o f
b i n d i n g t o D N A I n c r e a s e d f o r m a t i o n o f D N A a d du c t s w o u l d i n c r e a s e m u t a g e n i c
p o t e n c y
V a n c e a n d L e v i n ( 19 84 ) h a v e d e t e r m i n e d t h a t f o u r f a c t o r s f a v o r n i t r o - r e du c t i o n
o f t h e n i t r o - P A H s b y Sa lm o n e l l a t y p h im u r i u m a n d h e n c e e n h a n c e t h e f o r m a t i o n o f t h e
e l e c t r o p h i l i c m e t a b o l i t e s t h a t r e a c t w i t h D N A T h e s t r u c t u r e a c t i v i t y r e l a t i o n s h i p s
d e f i n e d a r e :
( 1) P h y s i c a l d im e n s i o n a n d d e g r e e o f a r o m a t i c i t y
(2 ) I s o m e r i c p o s i t i o n o f t h e n i t r o g r o u p
(3 ) C o n f o r m a t i o n o f t h e n i t r o g r o u p w i t h r e s p e c t t o t h e p l a n e o f t h e a r o m a t i c r i n g s .
(4 ) A b i l i t y t o r e s o n a n c e - s t a b i l i z e t h e u l t im a t e e l e c t r o p h i l e
A c c o r d i n g t o t h e r e q u i r e m e n t s s e t f o r t h b y V a n c e a n d L e v i n ( 19 8 4 ), 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e
w a s p r e d i c t e d a n d f o u n d t o b e a h i g h l y m u t a g e n i c c o m p o u n d I t h a s t h e o pt im u m l e n gt h
o f t h r e e a r o m a t i c r i n g s B y a d d i n g a n a d d i t i o n a l b e n z e n e r i n g , 3 -
n i t r o b e n z o [ k ] fl u o r a n t h e n e w a s f o u n d t o h a v e r e d u c e d m u t a g e n i c i t y I t w a s o b s e r v e d t h a t
n i t r e - P A H s w i t h n i t r e g r o u p s s t e r i c a l l y f o r c e d o u t - o f - p l a n e o f t h e a r o m a t i c r i n g s t r u c t u r e
w e r e w e a k l y m u t a g e n i c o r n o n m u t a g e n i c (V a n c e a n d L e v i n , 1 9 8 4 ) T h e c a u s e f o r t h e
n i t r e g r o u p t o b e o u t o f a c o p l a n a r p o s i t i o n w a s t h e l o c a t i o n o f t h e n i t r e s u b s t i t u e n t
b e tw e e n t w o p e r i p o s i t i o n s o r i n a b a y r e g i o n
T h e g e n o t o x i c i t y o f n i t r e - P A H s w a s e n h a n c e d b y s t r u c t u r a l f e a t u r e s t h a t
c o n t r i b u t e d t o t h e r e s o n a n c e s t a b i l i z a t i o n o f t h e r e a c t i v e n i t r e n i u m i o n (V a n c e a n d L e v i n ,
1 9 8 4 )
I I D M e t a b o l i s m o f N i t r e - P A H s
U n d e r a n a e r o b i c i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s
,
b a c t e r i a l a n d m a m m a l i a n e n z ym a t i c
s y s t em s s h o w e d t h e c a p a c i t y t o p a r t i c ip a t e i n t h e r e d u c t i v e m e t a b o l i s m o f n i t r e - P A H s
(R e s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 83 )
I I D 1 B a c t e r i a l m e t a b o l i s m
B i o l o g i c a l a c t i v a t i o n o f m o s t n i t r e - P A H s i s t h o u g ht t o o c c u r t h r o u g h t h e
e n z y m a t i c a c t i o n o f n i t r o r e d u c t a s e e n z y m e p r e s e n t i n t h e Sa lm o n e l l a t v p h i m u r i u m
s t r a i n s T h e n i t r o r e d u c t a s e s c o n v e r t 1- n i t r e p y r e n e t o 1 - n i t r o s e p y r e n e a n d t h e n t o t h e
c o r r e s p o n d i n g N - h y d r o x y l a m i n e P A H T h r e e p a t h w a y s h a v e b e e n s u g g e s t e d f o r f u r t h e r
m e t a b o l i s m o f t h e N - h y d r e x y l a m i n o P A H i n t e r m e d i a t e s O n e p a t h w a y i n v o l v e d a c i d
c a t a l y z e d d e c o m p o s i t i o n o f t h e i n t e r m e d i a t e t o p r o du c e h i g h l y e l e c t r e p h i l i c
a r y l n i t r e n i u m i o n s t h a t c o u l d b i n d t o D N A (K a r p i n s k y e t a l , 1 9 82 ; H o w a r d e t a l , 1 9 83 b ;
P a t t e n e t a l
,
1 9 8 6 ) A s e c o n d p a t h w a y i n v o l v e d e n z y m a t i c r e du c t i o n o f t h e i n t e r m e d i a t e
t o f o r m a m i n o - P A H s t h a t w e r e c a p a b l e o f u n d e r g o i n g a c e t y l a t i e n t o f o r m a c e t a m i do -
P A H s T h e th i r d p a t hw a y i n v o l v e d d i r e c t e n z y m a t i c 0 - a c e t y l a t i o n o f t h e h y d r e x y l a m i n e
i n t e r m e d i a t e b y t h e 0 - a c e t y l t r a n s f e r a s e e n z y m e t o f o r m N - a c e t o x y P AH s w h i c h w e r e
c a p a b l e o f y i e l di n g a r y l n i t r e n i u m i o n s a f t e r a c i d - c a t a l y z e d d e c o m p o s i t i o n (D j u r i c e t a l . ,
1 9 8 6 c ; H e f l i c h e t a l , 1 9 8 5 a ; M c C o y e t a l , 1 9 8 3 ; R e s e n k r a n z a n d M e r m e l s t e i n , 1 9 83 )
N i t r o p y r e n e w a s r e d u c e d b y S a lm o n e l l a t y p h im u r i u m t o y i e l d 1 - a m i n o p y r e n e w h i c h c a n
u n d e r g o a c e t y l a t i o n t o f o r m N - a c e t y l - 1 - a m i n o p y r e n e b y a c e t y l C o A d e p e n d e n t a c e t y l
t r a n s f e r a s e a c t i v i t y (O r r e t a l , 1 9 8 5 ; M e s s i e r e t a l . , 19 8 1)
T h e p r o p o s e d o x i d a t i o n a n d r e d u c t i o n p a t h w a y s i n t h e m e t a b o l i s m o f 3 -
n i t r o f lu o r a n t h e n e w e r e t h o u g h t t o f o l l o w t h e p a t h w a y s o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f 1 -
n i t r o p y r e n e (C o n s o l o e t a l , 1 9 89 ; B a u e r a n d H o w a r d , 1 9 9 1 ; M i t c h e l l e t a l , 1 9 9 3) 3 -
N i t r o fl u o r a n t h e n e i s r e d u c e d t o 3 - n i t r o s o f l u o r a n t h e n e w h i c h i s f u r t h e r r e d u c e d t o N -
h y d r o x y - 3 - a m i n o f lu o r a n t h e n e w it h a s u b s e q u e n t r e du c t i o n p r o d u c i n g 3 -
a m i n o f lu o r a n t h e n e
,
t h e e n dp r o d u c t o f n i t r o r e d u c t i o n
T h e m e t a b o l i s m o f 2 - n i t r o f Iu o r a n t h e n e i s s im i l a r t o t h e p a t h w a y f o r 3 -
n i t r o f l u o r a n t h e n e w i t h t h e e x c e p t i o n t h a t t h e n i t r o g r o u p i s p o s i t i o n e d o n C - 2 r a t h e r t h a n
C - 3 (M i t c h e l l e t a l , 1 9 9 3 ) .
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e a n d 2 - a m i n o f lu o r a n t h e n e a r e s u s c e p t i b l e t o a c e t y l a t i o n t o
f o r m N - a c e t y l - 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e a n d N - a c e t y l - 2 - a m i n o f l u o r a n t h e n e , r e s p e c t i v e l y .
I I D 2 I n v i v o m e t a b o l i s m o f n i t r o - P A H s
T h e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a d m i n i s t e r e d b y v a r i o u s m e t h o d s t o m a l e r a t s
p r o d u c e d m e t a b o l i t e s t h a t w e r e e l im i n a t e d i n t h e f e c e s a n d t h e u r i n e B o t h u n c h a n g e d 1 -
n i t r o p y r e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s - 1 - a m i n o p y r e n e , 6 - a n d 8 - h y d r o x y - l - a m i n o p y r e n e h a v e
b e e n d e t e c t e d i n f e c e s M e t a b o l i t e s i n t h e b i l e i n c l u d e d 1- a m i n o p y r e n e , 6 - a n d 8 -
h y d r o x y - 1 - a c e t a m i d o p y r e n e a n d 4 , 5 - d i h y d r o x y - 4 , 5 - d i h y d r o - l - n i t r o p y r e n e U r i n a r y
m e t a b o l i t e s i n c lu d e d 3 - a n d 8 - h y d r o x y - 1 - n i t r o p y r e n e , 1 - a c e t a m i d o p y r e n e , 6 - a n d 8 -
h y d r o x y
- 1 - a m i n o p y r e n e , 6 - a n d 8 - h y dr o x y - 1 - a c e t a m i d o p y r e n e , a n d t h e i r c o n j u g a t e s (B a l l
e t a l
,
1 9 8 4 b ; B a l l e t a l , 1 9 8 5 ; E l - B a y o u m y a n d H e c h t , 1 9 84 ; K i n o u c h i e t a l , 1 9 86 )
St u di e s c a r r i e d o u t w i t h r a t a n d m o u s e l i v e r m i c r o s o m e s w i t h 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e
s h o w e d t h a t 1 -
,
6 -
,
7 -
,
8 -
,
9 -
, a n d l O- h y dr o x y - 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e w e r e t h e p r u n a r y
m e t a b o l i t e s (B a l l e t a l , 1 9 8 5 ; B a l l e t a l , 1 9 8 6 b ; H o w a r d e t a l , 1 9 8 8 ; M o U e r e t a l ,
1 9 8 8 )
M e t a b o l i s m o f 2 - n i t r o fl u o r a n t h e n e f r o m t h e l i v e r s o f r a t s r e s u l t e d i n 8 - h y d r o x y - 2 -
n i t r o f lu o r a n t h e n e a n d 9 - h y d r o x y - 2 - n i t r o fl u o r a n t h e n e (Z i e l i n s k a e t a l , 1 9 8 7 )
I I E . F o r m a t i o n o f D N A a d du c t s b y n i t r o - P A H s
T h e m u t a g e n i c i t y o f n i t r o
- P A H s h a s b e e n a t t r i b u t e d t o t h e c o v a l e n t b i n d i n g o f
t h e u l t im a t e e l e c t r o p h i l e t o D N A (D i e t r i c h , 19 87 ; Si n g e r a n d G r e e n b e r g e r , 1 9 8 3 )
Wh e n n i t r o - P A H s r e a c t e d w i t h D N A
,
t h e m aj o r a dd u c t f o r m e d w a s N -
(d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l ) - a m i n o P A H , b y t h e c o v a l e n t b o n d i n g o f t h e n i t r o g e n a t o m f r o m
th e n i t r o - P A H s t o t h e C - 8 a t o m o f 2 ' - d e o x y g u a n o s i n e (A n d r e w s e t a l , 1 9 86 ; D i e t r i c h ,
1 9 8 7 ; H o w a r d e t a l , 1 9 83 b ) .
Wh e n m e t a b o l i t e s o f 1 - n i t r o p y r e n e w e r e r e du c e d w i t h x a n t h i n e o x i d a s e i n t h e
p r e s e n c e o f h y p o x a n t h i n e , N - (d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l )- l - a m i n o p y r e n e w a s p r o d u c e d , a l o n g
w i t h tw o m i n o r a d d u c t s w h i c h w e r e n o t c h a r a c t e r i z e d (H o w a r d e t a l . , 1 9 8 3b ) .
T h e m a j o r D N A a d du c t f o r m e d w h e n 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s c h e m i c a l l y r e d u c e d
t o N - h y d r o x y - 3 - am i n o f l u o r a n t h e n e a n d s u b s e qu e n t l y r e a c t e d w i t h c a l f t h y m u s D N A w a s
i d e n t i f i e d a s N - (d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l )- 3 - a m i n o fl u o r a n t h e n e (D i e t r i c h e t a l , 1 9 8 8 )
D N A a d du c t s o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e h a v e b e e n r e p o r t e d b u t n o t d e fi n i t i v e l y
c h a r a c t e r i z e d i n t h e l i t e r a t u r e (H e r r e n o - Sa e n z e t a l , 1 9 9 2 )
T h e " a m i n o f lu o r e n e i n s e r t i o n " m o d e l w a s d e v e l o p e d p r im a r i l y t o e x p l a i n t h e
d a m a g e t h a t t h e N - (d e o x y g u a n o s i n - 8 - y l ) a d du c t s o f n i t r o - P A H s c a u s e s t o D N A (v a n
H o u t e e t a l
,
1 9 8 7 ) T h e a d du c t s c o u l d p r o d u c e d i s t o r t i o n s i n t h e D N A w h i c h c o u l d r e s u l t
i n a m u t a t i o n o r a t r a n s f o r m e d c e l l T h e m o d e l s u g g e s t e d th a t t h e a d d u c t s c a u s e d
d e f o r m i t i e s i n t h e s t r u c t u r e o f D N A b y i n s e r t i o n o f t h e a m i n o fl u o r e n e m o i e t y b e t w e e n
t h e n o r m a l D N A b a s e s A l t e r in g t h e D N A h e l i x c o u l d r e s u l t i n m i s r e p a i r o f t h e d e f o r m e d
s i t e b y t h e D N A r e p a i r e n z y m e s (v a n H o u t e e t a l , 1 9 8 7)
I I F C a r c i n o g e n i c i t y o f n i t r o - P A H s
C a n c e r i n d u c t i o n b y c h e m i c a l s i s b e l i e v e d t o b e a m u l t i - s t e p p r o c e s s t h a t
i n v o l v e s i n t e r a c t i o n s b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l a n d e n do g e n o u s f a c t o r s T h e m o d e l f o r
c a r c i n o g e n e s i s i n c l u d e s s e v e r a l s t a g e s w h i c h u l t i m a t e l y f o r m a t u m o r o r m a l i g n a n t
n e o p l a s m , t h r e e o f w h i c h a r e r e c o g n i z e d : i n i t i a t i o n , p r o m o t i o n a n d p r o g r e s s i o n (H o d g s o n
a n d L e v i
,
19 87 )
I n i t i a t i o n i s t h e s t a g e w h i c h i s r a p i d a n d i r r e v e r s i b l e , w h e r e t h e u l t im a t e
c a r c i n o g e n i n t e r a c t s w i t h D N A T h e c h e m i c a l c a n e i t h e r a c t di r e c t l y a s a c a r c i n o g e n o r
r e qu i r e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n t o a p r o c a r c i n o g e n t o c o n v e r t i t t o a r e a c t i v e e l e c t r o p h i l e t h a t
m a k e s c o v a l e n t b i n d i n g t o D N A p o s s i b l e T h i s s t a g e r e s u l t s i n t h e f o r m a t i o n o f a d d u c t s ,
w h i c h
,
i f l e f t u n r e p a i r e d o r a r e m i s r e p a i r e d , w o u l d l e a d t o a m u t a t i o n i n t h e D N A
s e qu e n c e (H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ; W i l l i a m s a n d W e i s b u r g e r , 1 9 9 3 ) .
T h e s e c o n d s t a g e i n t u m o r f o r m a t i o n i s p r o m o t i o n . P r o m o t e r s c a n a c t e i t h e r b y
i n c r e a s i n g t h e n u m b e r o f i n i t i a t e d c e l l s o r d e c r e a s i n g t h e l a t e n c y p e r i o d G i v i n g a
p r o m o t i n g a g e n t a f t e r a d o s e o f a n i n i t i a t i n g a g e n t e n h a n c e s c a r c i n o g e n e s i s P r o m o t i n g
a g e n t s a r e n o t i n t h em s e l v e s c a r c i n o g e n s (H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ; Wi l l i a m s a n d
We i s b u r g e r , 19 9 3 )
T u m o r p r o g r e s s i o n i s t h e f i n a l s t a g e i n c a r c i n o g e n e s i s , w h i c h l e a d s t o i n c r e a s e d
g r o w t h r a t e s , i n v a s i o n o f h e a l t h y t i s su e s a n d m e t a s t a s e s (H o d g s o n a n d L e v i , 1 9 8 7 ;
W i l l i a m s a n d W e i s b u r g e r , 1 9 9 3 )
1 - N i t r o p y r e n e s h o w e d c a r c i n o g e n i c a c t i v i t y i n b o t h r a t s a n d m i c e H i r o s e e t a l ,
( 19 8 4 ) s h o w e d t h a t h i g h l y p u r i f i e d 1 - n i t r o p y r e n e i n d u c e d m a l i g n a n t f i b r o u s
h i s t i o c y t o m a s a t t h e s i t e o f s u b c u t a n e o u s i n j e c t i o n i n f em a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s T h e y
a l s o r e p o r t e d t h a t t h e m a m m a r y g l a n d s o f t h e s e r a t s d e v e l o p e d a d e n o c a r c i n o m a s O th e r
r e c e n t s t u d i e s r e v e a l e d t h a t 1 - n i t r o p y r e n e , 1 - n i t r o s o p y r e n e a n d 1 - am i n o p y r e n e i n du c e d
m a m m a r y a d e n o c a r c in o m a s a f t e r p o a d m i n i s t r a t i o n i n f e m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s , 1
-
n i t r o p y r e n e b e i n g t h e m o s t c a r c i n o g e n i c a n d 1
- a m i n o p y r e n e b e i n g t h e l e a s t (E l - B a y o u m y
e t a l
,
1 9 8 8 ) I n t r a p e r i t o n e a l o r s u b c u t a n e o u s i n j e c t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e i n du c e d
a d e n o c a r c i n o m a s a n d f i b r o a d e n o m a s i n t h e m am m ar y g l a n d s o f f em a l e CD r at s (I m a i d a
e t a l
,
1 9 9 1 ) 1 - N i t r o p y r e n e p r o du c e d l u n g a n d l i v e r t u m o r s i n A / J m i c e a n d n e w b o r n
CD - I m i c e o n i p . i n j e c t i o n (E l - B a y o u m y e t a l , 1 9 84 a ; W i s l o c k i e t a l , 1 9 86 )
I n o t h e r s t u d i e s
,
1 - n i t r o p y r e n e h a s b e e n s h o w n t o b e n o n t u m o r i g e n i c 1 -
N i t r o p y r e n e w a s n e g a t i v e o n m o u s e s k i n o n s c a dm i n i s t r a t i o n (E l - B a y o u m y e t a l ,
1 9 82 ; T o k iw a e t a l , 1 9 8 4 ) T h e r e du c e d m e t a b o l it e s o f 1 - n i t r o p y r e n e , 1 -
a c e t a m i d o p y r e n e a n d N - h y d r o x y - 1 - a c e t am i d o p y r e n e d i d n o t p r o d u c e m a m m a r y t u m o r s
w h e n a dm i n i s t e r e d i p . o r s c t o n e w b o r n f e m a l e CD r a t s (I m a i d a e t a l , 1 9 9 1)
T h e a m b i g u i t y o f t h e c a r c i n o g e n i c i t y d a t a f o r 1 - n i t r o p y r e n e m a k e s i t d i f f i c u l t t o
p r e d i c t i t s e f f e c t o n hu m a n s .
3 - N i t r o f lu o r a n t h e n e g a v e r i s e t o m a l i g n a n t f i b r o u s h i s t i o c y t o m a s o n s u b c u t a n e o u s
a d m i n i s t r a t i o n t o m a l e F 3 4 4 r a t s (O h g a k i e t a l , 19 82 ; Su g im u r a a n d T a k a y a m a , 1 9 8 3)
A t p r e s e n t , t h e r e i s v e r y l i t t l e d a t a o n t h e c a r c i n o g e n i c i t y o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
I I G M u t a g e n i c i t y o f n i t r o - P A H s
M o s t o f t h e n i t r o - P A H s a r e di r e c t a c t i n g m u t a g e n s T h i s i s b e c a u s e t h e y d o n o t
r e q u i r e e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n (p r o v i d e d b y t h e a d d i t i o n o f S 9 l i v e r f r a c t i o n s )
f o r m u t a g e n i c i t y i n t h e A m e s Sa lm o n e l l a m u t a g e n i c i t y a s s a y (R o s en k r a n z a n d
M e r m e l s t e i n
,
1 9 8 5) H o w e v e r , t h e y d o r e qu i r e n i t r o r e du c t i o n b y b a c t e r i a l e n z y m e s
I n d i r e c t a c t i n g n i t r o - P A H s r e q u i r e e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n f o r t h e i r
m u t a g e n i c i t y
I I G l M u t a g e n i c i t y o f 1 - n i t r o p y r e n e
1 - N i t r o p y r e n e a c c o u n t e d f o r n e a r l y h a l f o f t h e d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i c i t y o f di e s e l
p a r t i c u l a t e s i n Sa lm o n e l l a t y ph i m u r i u m s t r a i n T A 9 8 i n t h e a b s e n c e o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n 1 - N i t r o p y r e n e w a s s h o w n t o b e a p o t e n t d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n S a lm o n e l l a
t y p h im u r i u m s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8
- D N P 6 T h e m u t a g e n i c i t y w a s g r e a t l y r e du c e d
u p o n a d d i t i o n o f a n e x o g e n o u s m e t a b o l i c a c t i v a t i o n s y s t e m N i t r o r e d u c t i o n a n d
a c e t y l a t i o n p l a y e d m o r e im p o r t a n t r o l e s t h a n o x i d a t i o n , i n m u t a g e n i c i t y f o r 1
-
n i t r o p y r e n e 1 - N i t r o p y r e n e w a s s h o w n t o b e w e a k l y m u t a g e n i c w i t h o u t S 9 a c t i v a t i o n i n
fCh i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s a n d Ch i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l s (H e f l i c h e t a l , 1 9 9 0 ; B e r r y
e t a l
,
1 9 8 5)
1 - A m i n o p y r e n e , t h e e n d p r o d u c t o f t h e r e du c t i o n r e a c t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e
(M e s s i e r e t a l , 1 9 8 1 ) w a s f o u n d t o b e l e s s m u t a g e n i c w i t h a n d w i t h o u t S 9 t h a n t h e p a r e n t
c o m p o u n d (B a l l e t a l , 1 9 84 a ) 1 - A c e t a m i d o p y r e n e , t h e p r o d u c t o f a c e t y l a t i o n o f 1 -
a m i n o p y r e n e (B a l l e t a l , 1 9 8 4 a ) w a s f o u n d t o b e n o n m u t a g e n i c i n t h e a b s e n c e o f S9 a n d
a p o t e n t m u t a g e n a f t e r a d di t i o n o f S9 (B a l l e t a l , 1 9 8 4 a )
I I G 2 M u t a g e n i c i t y o f 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s s h o w n t o b e a d i r e c t a c t i n g h i g h l y m u t a g e n i c c o m p o u n d
i n S a lm o n e l l a t y p h im u r i u m s t r a i n s T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 5 , a n d e x t r em e l y m u t a g e n i c
i n s t r a i n Y G 1 02 4 (B a l l e t a l , 19 86 ; C o n s o l o e t a l , 1 9 8 9 ; V a n c e a n d L e v i n , 19 84 ;
G r e i b r o k k e t a l
,
1 9 8 5 ; Sh a n e e t a l , 1 9 9 1 ; Z i e l i n s k a e t a l , 1 9 8 8 ; N a k a g a w a e t a l , 1 9 8 7)
R e d u c e d m u t a g e n i c i t y w a s o b s e r v e d i n t h e s t r a i n s w i t h a d d i t i o n o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n
(B a l l e t a l , 19 8 6 ; Sh a n e e t a l , 1 9 9 1) 3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a l s o f o u n d t o b e
m u t a g e n i c w i t h a n d w it h o u t S9 i n C h i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l s
3 - A m i n o f lu o r a n t h e n e
,
t h e r e du c t i o n p r o d u c t o f 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e (B a u e r a n d
H o w a r d
,
1 9 9 1 ; B e l i s a r i o e t a l , 19 9 0 ) , w a s f o u n d t o b e l e s s m u t a g e n i c t h a n i t s p a r e n t
c o m p o u n d (B a l l e t a l , 1 9 8 6 ) M u t a g e n i c i t y w a s i n c r e a s e d b y t h e a d d i t i o n o f m e t a b o U c
a c t i v a t i o n
3 - A c e t a m i d o f lu o r a n t h e n e
, p r o d u c e d b y t h e a c e t y l a t i o n o f 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ,
w a s f o u n d t o b e n o n m u t a g e n i c i n s t r a i n T A 9 8 a n d T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 i n t h e a b s e n c e o f S9 ,
a n d m u t a g e n i c u p o n a d di t i o n o f S9 (B a l l e t a l , 1 9 8 6 )
I I G 3 M u t a g e n i c i t y o f 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e w a s a s t r o n g e r d i r e c t a c t i n g m u t a g e n i n S a lm o n e l l a
t y p h im u r i u m s t r a i n T A 9 8 t h a n i n s t r a i n T A 9 8 / 1 , 8 - D N P 6 M u t a g e n i c i t y w a s r e d u c e d i n
b o t h s t r a i n s u p o n a d d i t i o n o f S9 ,
I I H A n a l y t i c a l T e c h n i q u e s
M a s s s p e c t r o m e t r y w i t h e x a c t m a s s m e a s u r e m e n t s w a s e m p l o y e d t o c o n f i r m t h e
e l e m e n t a l c o m p o s i t i o n a n d m aj o r s t r u c t u r a l f e a t u r e s a s d e m o n s t r a t e d b y f r a g m e n t a t i o n
p a t t e r n s
N u c l e a r M a g n e t i c R e s o n a n c e (N MR ) s p e c t r a l a n a l y s i s w a s c a r r i e d o u t o n t h e
s y n t h e s i z e d c o m p o u n d s t o c h a r a c t e r i z e t h e p o s i t i o n s o f t h e s u b s t i t u t i o n s
1 0
I I I M A T E R I A L S A N D ME T H O D S
I I I A . l M a t e r i a l s
A H c h em i c a l s w e r e p u r c h a s e d f r o m A l d r i c h Ch em i c a l C o m p a n y (M i lw a u k k e ,
W I ), u n l e s s o t h e r w i s e s p e c i f i e d
1 - A c e t o x y p y r e n e , u s e d t o s y n t h e s i z e t h e p y r e n e m e t a b o l i t e s , w a s s y n t h e s i z e d b y
t he a c e t y l a t i o n o f 1- h y d r o x y p y r e n e , p u r c h a s e d f r o m A l dr i c h C h e m i c a l C o m p a n y , a n d
a l s o b y o x i d a t i o n o f 1 - a c e t y l p y r e n e (s y n t h e s i z e d f r o m p y r e n e b y D r Sa n g a i a h ) b y
m e t a c h l o r o p e r o x y b e n z o i c a c i d (m CP B A )
8 - B e n z o y lf l u o r a n t h e n e , o b t a i n e d f r o m t h e F r i e d e l C r a f t s r e a c t i o n o n f lu o r a n t h e n e
(C a m p b e l l a n d E a s t o n , 1 9 4 9 ), w a s u s e d t o s y n t h e s i z e t h e f lu o r a n t h e n e m e t a b o l i t e s
F o r t h e o x i d a t i o n r e a c t i o n s
,
d im e t h y l di o x i r a n e (D MD O ) w a s s y n t h e s i z e d f r o m
o x o n e (A d a m e t a l , 1 9 87 )
A l l d r y r e a g e n t s w e r e o b t a i n e d b y d i s t i l l a t i o n f r o m c a l c i u m h y dr i d e
F o r c o l u m n c h r o m a t o g r a ph y , g r a d e 6 0 s i l i c a g e l w a s u s e d F o r t h e p r e p a r a t i v e
p l a t e t h i n l a y e r c h r o m a t o g r a p h y ( T L C ), 5 0 0 ]i m s i l i c a p l a t e s w e r e p u r c h a s e d f r o m T h e
A n s p e c C o m p a n y (A n n A r b o r , M I )
I I I A 2 I n s t r u m e n t a l A n a l y s i s
E l e c t r o n im p a c t 7 0 eV m a s s s p e c t r o m e t e r V G - 7 0 - 2 5 0 SE Q b y d i r e c t p r o b e
s a m p l e i n s e r t i o n w a s u s e d f o r c h a r a c t e r i z a t i o n b y m a s s s p e c t r o m e t r y
N u c l e a r M a g n e t i c R e s o n a n c e s p e c t r a l a n a l y s i s w a s c a r r i e d o u t u s i n g t h e N M R
m o d e l B r u k e r A M X 5 0 0 s p e c t r o m e t e r , t h e s o l v e n t u s e d b e i n g a c e t o n e - d g , u n l e s s
o t h e r w i s e s p e c i f i e d
F o r t h e n o r m a l p h a s e H P L C , a n I SC O m o d e l 2 3 6 0 g r a di e n t p r o g r a m m e r w it h
I SC O m o d e l 2 3 5 0 H P L C p u m p a n d A Ut e c h Si l 10 x 2 5 0 m m c o l u m n w a s u s e d F o r t h e
r e v e r s e p h a s e H P L C , a n I S C O m o d e l 2 3 6 0 g r a d i e n t p r o g r a m m e r w i t h a n I S C O m o d e l
2 3 0 0 H P L C p u m p a n d Z o r b a x O D S 9 4 x 2 5 0 m m c o l u m n w a s u s e d , a n d s t o p p e d f l o w
U V s p e c t r a w e r e a c qu i r e d w i t h a P e r k i n - E lm e r L C
- 8 5 B s p e c t r o p h o t o m e t r i c d e t e c t o r
1 1
M e l t i n g p o i n t s o f t h e c o m p o u n ds s y n t h e s i z e d w e r e m e a s u r d b y F i s h e r - Jo h n s
m e l t i n g p o i n t a p p a r a t u s
I I I B Sy n th e s i s o f t h e m e t a b o l i t e s o f p y r e n e
I I I B l N i t r a t i o n o f 1- a c e t o x y p y r e n e
1 - A c e t o x y p y r e n e (2 4 0 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 6 m l o f a c e t i c a n h y d r i d e a n d 2 m l o f
t h e n i t r a t i o n m i x t u r e (p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 0 5 m l H N O 3 i n 1 1 m l a c e t i c a n h y dr i d e , i n
i c e ) w a s a d d e d w i t h c o o l i n g i n i c e w a t e r a n d s t i r r in g T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s c o o l e d i n
i c e f o r a b o u t 5 m i n u t e s a n d a l l o w e d t o c o m e t o r o o m t e m p e r a t u r e A f t e r 2 5 h o u r s , 2 0
m l o f d I w a t e r w a s a d d e d t o t h e r e a c t i o n m ix t u r e a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d f o r 10
m i n u t e s T h e y e l l o w s o l i d w a s f i l t e r e d o n a Wh a t m a n 1 f i l t e r p a p e r a n d v a c u u m dr i e d
T h e y i e l d o f t h e m i x t u r e o f 1 - a c e t o x y n i t r o p y r e n e s w a s 2 3 1 m g (8 2% )
I I I
.
B 2 H y d r o l y s i s o f t h e m i x t u r e o f 1 - a c e t o x y n i t r o p y r e n e s
T h e m i x t u r e o f t h e 1 - a c e t o x y n i t r o p y r e n e s (2 3 1 m g ) w a s di s s o l v e d i n 2 5 m l o f
m e t h a n o l a n d 2 m l o f 3 N N a O H w a s e a d de d A w a t e r c o n d e n s e r w a s f i t t e d a n d th e
m i x t u r e w a s a l l o w e d t o r e f l u x o v e r a o i l b a t h h e a t e d t o 8 0 ° C A f t e r 3 h o u r s
,
0 5 m l o f
c o n c e n t r a t e d h y d r o c h l o r i c a c i d w a s a d d e d t o t h e c o n t e n t s T h e h y d r o l y z e d p r o du c t w a s
e x t r a c t e d w i t h 5 0 m l o f m e t h y l e n e c h l o r i de , w a t e r w a s r e m o v e d u s i n g s o d i u m s u l f a t e a n d
th e m e t h y l e n e c h l o r i d e w a s r o t a r y - e v a p o r a t e d
A s m a l l a m o u n t o f t h e m i x t u r e o f 1 - h y d r o x y n i t r o p y r e n e s w a s a n a l y z e d b y t h e
n o r m a l p h a s e H P L C w i t h 10 0 % m e t h y l e n e c h l o r i d e a s e l u e n t T h e c h r o m a t o g r am
s h o w e d t h e p r e s e n c e o f t h r e e i s o m e r s - t h e l - h y dr o x y - 6 - n i t r o p y r e n e , l - h y dr o x y - 8 -
n i t r o p y r e n e a n d l - h y d r o x y - 3 - n i t r o p y r e n e , i n t h a t o r d e r o f e l u t i o n C r u d e s e p a r a t i o n w a s
c a r r i e d o u t o n 3 c m x 3 0 c m s i l i c a g e l c o lu m n e lu t e d w i t h m e t h y l e n e c h l o r i d e a n d f i n a l
pu r i f i c a t i o n w a s c a r r i e d o u t b y n o r m a l p h a s e H P L C w i t h m e th y l e n e c h l o r i d e a s e l u e n t
T h e y i e l d o f 1 - h y d r o x y
- 6 - n i t r o p y r e n e w a s 7 1 5 m g (3 6% ; r e d c o l o r ), t h e y i e l d o f 1 -
h y d r o x y - 8 - n i t r o p y r e n e w a s 5 4 1 m g (2 7% ; r e d - b r o w n c o l o r ) a n d t h e y i e l d o f 1 - h y d r o x y -
3 - n i t r o p y r e n e w a s 2 3 6 m g ( 1 2 % ; r e d - o r a n g e c o l o r )
1 2
I I I B 3 H y dr o g e n a t i o n a n d a c e t y l a t i o n o f l - h y dr o x y - 6 - n i t r o p y r e n e
l - H y d r o x y - 6 - n i t r o p y r e n e ( 1 0 m g ) w a s d i s s o l v e d i n e t h y l a c e t a t e i n a t w o - n e c k e d
r o u n d b o t t o m e d f l a s k P l a t i n u m o x i d e ( 10 m g ) w a s a d d e d a n d t h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s
s t i r r e d u n d e r h y d r o g e n a t r o o m t e m p e r a t u r e A f t e r 4 5 m i n , 10 d r o p s e a c h o f a c e t i c
a n h y d r i d e a n d d r y p y r i d i n e w e r e a d d e d a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d u n d e r a r g o n g a s f o r
a b o u t 10 h o u r s T h e s o l u t i o n w a s fi l t e r e d t h r o u g h a s in t e r e d g l a s s f r i t o f p o r e s i z e 4
- 5 S p
m a n d t h e s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d u n d e r a r g o n g a s T h e y i e l d o f l - a c e t o x y - 6 -
a c e t a m i d o p y r e n e w a s 1 3 m g
I I I B 4 H y d r o l y s i s o f l - a c e t o x y - 6 - a c e t a m i d o p y r e n e
l - A c e t o x y - 6 - a c e t a m i do p y r e n e ( 13 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 5 m l o f m e t h a n o l A b o u t
5 m l o f m e t h a n o l i c am m o n i a (o b t a i n e d b y b u b b l i n g a m m o n i a g a s i n t o m e t h a n o l , i n i c e )
w a s a d d e d a n d s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 h o u r T h e f o r m a t i o n o f a c e t a m i d o
h y d r o x yp y r e n e a n d di s a p p e a r a n c e o f a c e t a m i d o a c e t o x y p y r e n e w a s f o l l o w e d w i t h r e v e r s e
p h a s e H P L C , w i t h 1 : 1 m e t h a n o l : w a t e r a s e l u e n t , g r a d i e n t 5 0 t o 1 0 0 % m e t h a n o l i n w a t e r
o v e r 2 5 m i n u t e s M e t h a n o l w a s e v a p o r a t e d u s i n g a r g o n g a s t o g i v e l - h y d r o x y - 6 -
a c e t a m i do p y r e n e ( 1 1 7 m g )
l - H y d r o x y - 8 - n i t r o p y r e n e (4 m g ) a n d l - h y d r o x y - 3 - n it r o p y r e n e (9 6 m g ) w e r e
c o n v e r t e d t o t h e i r r e s p e c t i v e a c e t a m i d o f o r m s b y t h e s a m e p r o c e d u r e i n y i e l d s o f 4 8 m g
a n d 10 . 3 m g , r e s p e c t i v e l y
N M R a n d m a s s s p e c t r a d a t a w e r e o b t a i n e d o n a l l t h e n i t r o p y r e n o l s a n d
a c e t a m i d o p y r e n o l s f o r s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n
I I I C SY N T H E SI S O F M E T A B O L I T E S O F F L U O R A N T H EN E
I I I C l O x i d a t i o n o f 8 - b e n z o y l f lu o r a n t h e n e
8 - b e n z o y l f l u o r a n t h e n e (4 59 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 15 m l m e th y l e n e c h l o r i d e a n d
th e s o l u t i o n w a s t r e a t e d w i t h m CP B A (6 7 5 m g) T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s c o o l e d t o 0 ° C
a n d t r i f l u o r o a c e t i c a c i d ( 17 1 m g ) i n 1 5 m l m e t h y l e n e c h l o r i d e w a s a d d e d dr o p w i s e T h e
r e a c t i o n m i x t u r e w a s s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e (p r o t e c t e d f r o m l i g ht ) f o r fi v e d a y s
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T h e m e t h y l e n e c h l o r i de w a s e v a p o r a t e d t o dr y n e s s T h e r e s i d u e w a s d i s s o l v e d i n
a p p r o x im a t e l y 1 0 m l o f b e n z e n e - h e x a n e (3 : 1) a n d c h r o m a t o g r a p h e d o v e r a 3 c m x 3 0 c m
s i l i c a g e l c o l u m n , u s i n g t h e s a m e s o l v e n t s y s t e m a s e l u e n t F iv e b l u e f l u o r e s c e n t b a n d s
w e r e o b t a i n e d
,
t h e s e c o n d b a n d b e i n g t h e 8 - b e n z o y l o x y fl u o r a n t h e n e (2 8 9 1 m g ; 6 0 % )
a n d t h e f i f t h b a n d b e i n g t h e s t a r t i n g m a t e r i a l (6 8 9 m g ; 15 %)
I I I C 2 N i t r a t i o n o f t h e 8 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e
T o a s o l u t i o n o f 8 - b e n z o l y o x y fl u o r a n t h e n e ( 13 0 m g ) i n a c e t i c a c i d (2 m l ) a n d
m e t h y l e n e c h l o r i d e (4 m l ), w a s a d d e d 0 8 6 m l o f t h e n i t r a t i o n m i x t u r e (p r e p a r e d b y
d i s s o l v i n g 0 5 m l o f 7 0 % H N O 3 i n 1 1 m l a c e t i c a n h y d r i d e , o n i c e ) d r o p w i s e w i t h
c o o l i n g C o o l i n g w a s r e m o v e d a f t e r 5 m i n u t e s St i r r i n g w a s c o n t i n u e d a t r o o m
t e m p e r a t u r e f o r 7 5 ho u r s T o t h e r e a c t i o n m i x t u r e c o o l e d i n i c e , 5 0 m l o f di s t i l l e d w a t e r
w a s a d d e d a n d s t i r r e d f o r 1 0 m i n u t e s T h e r e s u l t a n t s o l i d w a s e x t r a c t e d i n t o m e th y l e n e
c h l o r i d e a n d f i l t e r e d t h r o u g h s o di u m s u l f a t e t o r e m o v e t r a c e s o f w a t e r a n d t h e n a p p l i e d t o
a 3 c m x 3 0 c m s i l i c a g e l c o l u m n w i th m e t h y l e n e c h l o r i d e : h e x a n e (3 : 2 ) a s e l u e n t T h e
s t a r t i n g m a t e r i a l (7 7 2 m g ; 6 0 %)) w a s o b t a i n e d a l o n g w i th a m i x t u r e o f t h r e e y e l l o w
c o l o r e d i s o m e r s - t h e 8 - n i t r o - 9 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e , 3 - n i t r o - 9 -
b e n z o y l o x y f l u o r a n t h e n e a n d 3 - n i t r o - 8 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e , i n t h a t o r d e r o f e l u t i o n
T h e t h r e e i s o m e r s w e r e s e p a r a t e d b y n o r m a l p h a s e H P L C w i th 7 0 :3 0 m e t h y l e n e c h l o r i d e
: h e x a n e a s e lu e n t
,
i n t h e s a m e e l u t i o n o r de r a s t h a t f r o m t h e c o l u m n
.
I I I C 3 H y d r o l y s i s o f t h e n i t r a t e d b e n z o y l o x y f l u o r a n t h e n e s
3 - N i t r o - 8 - b e n z o y l o x y f l u o r a n t h e n e (2 5 5 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 2 0 m l o f m e th a n o l
a n d 5 m l o f 0 5N s o d iu m h y dr o x i d e s o l u t i o n w a s a d d e d T h e y e l l o w s o l u t i o n w a s s t i r r e d
a n d r e f lu x e d i n a n o i l b a t h a t 8 0 ° C f o r 2 h o u r s T h e s o l u t i o n t u r n e d p u r p l e . T h e m e t h a n o l
w a s r o t a r y e v a p o r a t e d a n d t h e a q u e o u s s o l u t i o n w a s c o o l e d a n d a c i d i f i e d w i t h 0 5 m l o f
c o n c e n t r a t e d H C l S o l i d s o d i u m b i c a r b o n a t e (0 5 g m ) w a s a d d e d t o t h e s o l u t i o n w h e n i t
b e c a m e a l k a l i n e T h e s o l u t i o n w a s e x t r a c t e d w h h m e t h y l e n e c h l o r i d e (5 0 m l ) , d r i e d u s i n g
s o d i u m s u l f a t e a n d r o t a r y e v a p o r a t e d t o g i v e 3 - n i t r o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e ( 15 4 m g ;
14
53 % ) T h e s a m e p r o c e du r e w a s c a r r i e d o u t w i t h t h e 3 - n i t r o - 9 - b e n z o y l o x y fl u o r a n t h e n e
a n d t h e 8 - n i t r o - 9 - b e n z o y l o x y f l u o r a n t h e n e
I I L C . 4 H y d r o g e n a t i o n a n d a c e t y l a t i o n o f 3 - n i t r o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
3 - N i t r o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e (4 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 8 m i o f e t h y l a c e t a t e a n d
s t i r r e d w i t h 4 m g o f p l a t i n u m o x i d e u n d e r h y d r o g e n g a s f o r 4 5 m i n T h e n 4 d r o p s e a c h
o f a c e t i c a n h y d r i d e a n d dr y p y r i d i n e w e r e a d d e d a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d f o r a b o u t 1 0
h o u r s u n d e r a r g o n g a s T h e s o l u t i o n w a s fi l t e r e d th r o u g h a s i n t e r e d g l a s s f r i t o f p o r e s i z e
4 - 5 5 ja m a n d a n d e v a p o r a t e d u n d e r a r g o n g a s t o g i v e 3 - a c e t a m i do - 8 -
a c e t o x y f l u o r a n t h e n e
I I I C 5 H y d r o l y s i s o f 3 - a c e t a m i d o - 8 - a c e t o x y fl u o r a n t h e n e
3 - A c e t a m i do - 8 - a c e t o x y f lu o r a n t h e n e w a s d i s s o l v e d i n 5 m l o f m e t h a n o l 5 m l o f
m e t h a n o l i c a m m o n i a w a s a d d e d a n d s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r a b o u t 3 h o u r s
M o n i t o r i n g o f t h e r e a c t i o n w a s c a r r i e d o u t a s f o r t h e a n a l o g o u s p y r e n e d e r i v a t i v e
T h e s a m e p r o c e d u r e w a s f o l l o w e d f o r t h e h y dr o g e n a t i o n , a c e t y l a t i o n a n d
h y d r o l y s i s o f 3 - n i t r o - 9 - h y d r o x y f lu o r a n t h e n e a n d 8 - n i t r o - 9 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e N M R
a n d m a s s s p e c t r a l a n a l y s e s w e r e c a r r i e d o u t o n t h e n i t r o f l u o r a n t h e n o l s a n d
a c e t a m i d o fl u o r a n t h e n o l s .
m . D A T T E M P T E D SY N T H E SI S O F 3 - N I T R O - 9 - H Y D R O X Y F L U O R A N T H EN E
T h e a b o v e p r o c e d u r e f o r t h e s y n t h e s i s o f 3 - n i t r o - 9 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e (s e c t i o n
i n C 3 ) g a v e l o w y i e l d s o f t h e c o m p o u n d s i n c e i t w a s t h e m i n o r i s o m e r A l s o , t h e
h y dr o g e n a t i o n , a c e t y l a t i o n a n d h y d r o l y s i s o f 3
- n i t r o - 9 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e i n t o 3 -
a c e t a m i d o - 9 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e (s e c t i o n s I I I C 4 a n d i n C 5 ) p r o du c e d i n c o m p l e t e
r e a c t i o n p r o d u c t s H e n c e , o t h e r m e t h o d s w e r e a t t e m p t e d t o s y n t h e s i z e 3
- n i t r o - 9 -
h y d r o x y f l u o r a n t h e n e i n l a r g e r q u a n t i t i e s .
i n D l ( i ) B r o m i n a t i o n o f 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e (C a m p b e l l a n d K e i r , 1 9 5 5)
3 - N i t r o fl u o r a n t h e n e (4 0 0 m g ) w a s d i s s o l v e d c o m p l e t e l y i n 1 0 m l o f n i t r o b e n z e n e
5 0 0 p i o f b r o m i n e w a s a d d e d d r o p w i s e a t r o o m t e m p e r a t u r e St i r r i n g w a s c o n t i n u e d a t
1 5
r o o m t e m p e r a t u r e f o r 2 h o u r s T h e r e a c t i o n w a s s t o p p e d , n e u t r a l i z e d w i t h a q u e o u s
s o d i u m b i c a r b o n a t e ( 5% ) , e x t r a c t e d w i t h c h l o r o b e n z e n e (5 0 m l ), c o n c e n t r a t e d o n t h e
r o t a r y e v a p o r a t o r a n d t h e s o l i d w a s c r y s t a l l i z e d f r o m c h l o r o b e n z e n e Y i e l d o f 9 - b r o m o -
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e : 2 6 6 6 m g (4 1% )
I I I D l (i i ) H y d r o l y s i s o f 3 - n i t r o - 9 - b r o m o f l u o r a n t h e n e ( R i c e e t a l , 1 9 8 3 )
n - B u t y l L i t h i u m (0 5 3 m l ; 1 4 M ) w a s a dd e d t o a s o l u t i o n o f 3 - n i t r o - 9 - b r o m o
f lu o r a n t h e n e ( 1 2 0 m g ) i n d r y t e t r a h y d r o f u r a n (T H F ;2 0 m l ) a t r o o m t e m p e r a t u r e u n d e r
a r g o n A f t e r 1 5 h o u r s o f s t i r r i n g , t - b u t y l h y dr o p e r o x i d e (4 3 \ i l , 9 0% ) w a s a d d e d a n d
s t i r r i n g w a s c o n t in u e d f o r 1 h o u r T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s p o u r e d i n t o 5 0 m l w a t e r . T h e
c o m p o u n d w a s e x t r a c t e d w i t h m e t h y l e n e c h l o r i d e , d r i e d o v e r s o d iu m s u l f a t e a n d r o t a r y
e v a p o r a t e d A n a l y t i c a l T L C w i t h s i l i c a p l a t e a n d m e t h y l e n e c h l o r i d e a s e l u e n t s h o w e d
t h e p r e s e n c e o f o n l y s t a r t i n g m a t e r i a l
i n D 2 H y d r o g e n a t i o n , a c e t y l a t i o n a n d h y dr o l y s i s o f 3 - n i t r o - 9 - b r o m o f Iu o r a n t h e n e
3 - N i t r o - 9 - b r o m o f lu o r a n t h e n e ( 10 0 m g ) w a s di s s o l v e d i n e t h y l a c e t a t e ( 50 m l )
10 0 m g o f p l a t i n u m o x i d e w a s a d d e d a n d s t i r r e d i n a h y d r o g e n a t m o s p h e r e A f t e r 4 5
m i n u t e s
,
2 0 d r o p s e a c h o f a c e t i c a n h y dr i d e a n d d r y p y r i d i n e w e r e a d d e d T h e a c e t y l a t i o n
w a s c o n t i n u e d u n d e r a r g o n f o r a b o u t 1 0 h o u r s T h e 3 - a c e t a m i do - 9 - b r o m o f lu o r a n t h e n e
w a s f i l t e r e d t h r o u g h a s i n t e r e d g l a s s f r i t o f p o r e s i z e 4 - 5 5 p i a n d d r i e d u n d e r a r g o n
g a s T h e c o m p o u n d w a s c h a r a c t e r i z e d b y N M R n - B u t y l l i t h i u m (0 10 6 m l ) w a s a d d e d t o
a s o l u t i o n o f 3 - a c e t a m i do - 9 - b r o m o f l u o r a n t h e n e (2 5 m g ) i n dr y T H F ( 10 m l ) a t - 8 0 " C
u n d e r a r g o n A f t e r 1 h o u r o f s t i r r i n g a t r o o m t e m p e r a t u r e , t - b u t y l h y d r o p e r o x i d e (8 6 p i )
a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d f o r 1 ho u r T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s t r e a t e d w i t h 5 0 m l w a t e r
a n d e x t r a c t e d w i t h e t h y l a c e t a t e (5 0 m l ), d r i e d w i t h s o d i u m s u l f a t e a n d d r i e d u n d e r
a r g o n N M R a n a l y s i s o f t h e p r o du c t s ho w e d t h a t h y dr o l y s i s o f t h e b r o m o s u b s t i t u e n t o n
t h e 3 - a c e t a m i d o - 9 - b r o m o f lu o r a n t h e n e d i d n o t t a k e p l a c e
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I I I E
. O X I D A T I O N W I T H m C P B A
I I I E . l O x i d a t i o n o f 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e w it h 1 e q u iv a l e n t o f m CP B A
m CP B A (5 0 % p u r e ; 0 3 g m ) d i s s o l v e d i n 5 0 m l o f m e t h y l e n e c h l o r i d e w a s
a d d e d t o 3 - a m i n o f lu o r a n t h e n e (0 16 2 g m ) d i s s o l v e d i n 1 0 m l o f m e t h y l e n e c h l o r i d e
St i r r i n g w a s c o n t i n u e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 2 h o u r s T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s
w a s h e d w i t h s o d i u m b i c a r b o n a t e
,
d r i e d w i t h s o d iu m s u l f a t e a n d e v a p o r a t e d u n d e r a r g o n
g a s T h e c o m p o u n d w a s r e d i s s o l v e d i n 5 m l o f m e t h y l e n e c h l o r i d e a n d w a s pu r i f i e d
u s i n g a p r e p a r a t i v e T L C p l a t e w i t h 1 : 1 m e t h y l e n e c h l o r i d e - h e x a n e a s e l u e n t T h e t h r e e
b a n d s w e r e s c r a p e d o f f t h e T L C p l a t e , t h e s i l i c a g e l w a s p o w d e r e d, d i s s o l v e d i n 1%
m e t h a n o l - c h l o r o f o r m s o lu t i o n a n d fi l t e r e d t h r o u g h a s i n t e r e d g l a s s f r i t o f p o r e s i z e 4 0 - 6 0
\ i m N M R a n a l y s i s s h o w e d t h a t t h e t h r e e b a n d s w e r e s t a rt i n g m a t e r i a l (R f = 0 9 ) , 3 -
n i t r o f lu o r a n t h e n e (R f = 0 6) a n d 2 - h y d r o x y - 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e (R f = 0 5), i n t h a t o r d e r .
I I I E 2 O x i d a t i o n o f 3 - a m in o fl u o r a n t h e n e w i t h 3 e q u i v a l e n t s o f m CP B A
m CP B A (0 8 g m ) d i s s o l v e d i n 5 0 m l m e t h y l e n e c h l o r i d e w a s a d d e d t o 3 -
a m i n o fl u o r a n t h e n e (0 16 2 g m ) d i s s o l v e d i n 1 0 m l o f m e t h y l e n e c h l o r i d e St i r r i n g w a s
c o n t i n u e d f o r 1 6 h o u r s a t r o o m t em p e r a t u r e T h e s o l u t i o n w a s w a s h e d w i t h s o d i u m
b i c a r b o n a t e
,
dr i e d w i t h s o d i u m s u l f a t e a n d r o t a r y e v a p o r a t e d I t w a s t h e n
c h r o m a t o g r a ph e d o n s i l i c a g e l w i t h 1 : 1 m e th y l e n e c h l o r i d e - h e x a n e a s e lu e n t . N M R
a n a l y s i s o f t h e t h r e e b a n d s c o l l e c t e d s h o w e d 3 - n i t r o - 2 - h y dr o x y fl u o r a n t h e n e a s t h e m a j o r
p r o d u c t a n d 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e a s t h e m i n o r p r o d u c t , a n d s o m e s t a rt i n g m a t e r i a l
I I I F O X I D A T I O N W I T H D M D O
I I I F 1 O x i d a t i o n o f 1 - a m i n o p y r e n e ( M u r r a y e t a l , 1 9 89 )
D M D O (7 5 m l ) w a s a d d e d t o 1 - a m i n o p y r e n e (3 2 5 m g ) d i s s o l v e d i n 5 m l o f
a c e t o n e w i t h c o o l i n g C o o l i n g w a s r e m o v e d a f t e r 5 m i n u t e s a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d
f o r 3 0 m i n T h e a c e t o n e w a s e v a p o r a t e d u n d e r a r g o n , t h e s o l i d w a s d i s s o lv e d i n
m e t h y l e n e c h l o r i d e (5 m l ) a n d c h r o m a t o g r a p h e d o n a p r e p a r a t i v e T L C p l a t e w i t h 1 : 1
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m e th y l e n e c h l o r i d e
- h e x a n e a s e lu e n t 1 - n i t r o p y r e n e (R f = 0 5 ) w a s t h e o n l y c o m p o u n d
f o r m e d . Y i e l d o f 1 - n i t r o p y r e n e : 3 0 m g (8 1%) .
I I I F 2 O x i d a t i o n o f 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ( M u r r a y e t a l , 1 9 89 )
D MD O (7 5 m l ) w a s a d d e d t o a s o lu t i o n o f 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e (3 2 5 m g ) i n
a c e t o n e ( 5 m l ) w i t h c o o l i n g C o o l i n g w a s r em o v e d a f t e r 5 m i n u t e s a n d s t i r r i n g w a s
c o n t i n u e d f o r 3 0 m i n T h e a c e t o n e w a s e v a p o r a t e d u n d e r a r g o n , t h e s o l i d w a s d i s s o l v e d
i n m e th y l e n e c h l o r i d e (5 m l ) a n d c h r o m a t o g r a p h e d o n a p r e p a r a t i v e T L C p l a t e w i t h 1 : 1
m e th y l e n e c h l o r i d e - h e x a n e a s e l u e n t T h e p r o du c t s w e r e w o r k e d u p a s b e f o r e a n d w e r e
i d e n t i f i e d a s 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e (R f = 0 7 ) a n d f l u o r a n t h e n e - 2 , 3 - q u i n o n e (R f = 0 4 ) , i n t h a t
o r d e r o f e l u t i o n
Y i e l d o f 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e : 4 m g ( 11% )
Y i e l d o f f l u o r a n t h e n e - 2
,
3 - q u i n o n e ; 13 5 m g (3 9 % )
I I I F 3 O x i d a t i o n o f 2 - n i t r o fl u o r a n t h e n e
2 - N i t r o f lu o r a n t h e n e ( l Om g) w a s d i s s o lv e d i n 4 m l o f a c e t o n e A f t e r d i s s o l u t i o n , 4
m l o f D MD O w a s a d d e d a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d a t r o o m t e m p e r a t u r e p r o t e c t e d f r o m
l i g h t f o r s ix w e e k s T h e p r o g r e s s o f t h e r e a c t i o n w a s f o l l o w e d b y th e n o r m a l p h a s e
H P L C
,
u s i n g 10 0 % m e t h y l e n e c h l o r i d e a s e l u e n t A t t h e e n d o f s i x w e e k s , t h e H P L C
p r o f i l e d i d n o t s u g g e s t p r o d u c t f o r m a t i o n
I I I F 4 O x i da t i o n o f 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e ( 10 m g ) w a s d i s s o l v e d i n 4 m l o f a c e t o n e T h e n , 4 m l o f
D MD O w a s a d d e d a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d a t r o o m t e m p e r a t u r e p r o t e c t e d f r o m l i g h t
f o r s i x w e e k s T h e p r o g r e s s o f t h e r e a c t i o n w a s f o l l o w e d b y n o r m a l p h a s e H P L C , u s i n g
10 0 % m e t h y l e n e c h l o r i d e a s e l u e n t A t t h e e n d o f s i x w e e k s , t h e H P L C p r o f i l e d i d n o t
s u g g e s t p r o d u c t f o r m a t i o n
I I I G SY N T H E SI S O F 3 - A C E T AM I D O - 2 - H Y D R O X Y F L U O R A N T H E N E
3 - N i t r o - 2 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e (4 m g ; o b t a i n e d f r o m t h e m C PB A o x i d a t i o n o f 3 -
a m i n o f lu o r a n t h e n e ) w a s di s s o l v e d i n 5 m l o f e t h y l a c e t a t e 4 m g o f p l a t i n u m o x i d e w a s
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a d d e d a n d s t i r r e d i n a h y d r o g e n a tm o s p h e r e f o r 1 h o u r T h e n , 4 d r o p s e a c h o f a c e t i c
a n h y d r i d e a n d d r y p y r i d i n e w e r e a d d e d a n d s t i r r i n g w a s c o n t i n u e d u n d e r a r g o n g a s f o r
a b o u t 1 0 h o u r s T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s f i l t e r e d t h r o u g h a s i n t e r e d g l a s s f r i t o f p o r e
s i z e 4 - 5 5 \i m a n d t h e s o l v e n t w a s e v a p o r a t e d u n d e r a r g o n g a s T h e s o l i d w a s d i s s o lv e d
i n 5 m l o f m e t h a n o l a n d 5 m l o f m e t h a n o l i c a m m o n i a w a s a d d e d St i r r i n g w a s c o n t i n u e d
a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 h o u r s T h e p r o g r e s s o f t h e r e a c t i o n w a s f o l l o w e d b y r e v e r s e
p h a s e H P L C a s d e s c r i b e d f o r l - h y d r o x y - 6 - a c e t a m i do p y r e n e T h e m e t h a n o l w a s
e v a p o r a t e d t o dr y n e s s u n d e r a r g o n g a s
N M R a n d m a s s s p e c t r a l a n a l y s e s c o n f i r m e d t h e f o r m a t i o n o f 3 - a c e t am i d o - 2 -
h y d r o x y f lu o r a n t h e n e
1 9
I V R E SU L T S
T h e c o m p o u n d s 6 - n i t r o - l - h y d r o x y p y r e n e a n d 8 - n i t r o - l - h y d r o x y p y r e n e w e r e
s y n t h e s i z e d fi r s t i n t h e 1 9 60
'
s b u t w e r e a v a i l a b l e t h e n i n m i n u t e q u a n t i t i e s (A b e a n d
Sa i t o
,
1 9 6 4 ) A c e t a m i do p y r e n o l s w e r e k n o w n f r o m r a t u r i n e (B a l l e t a l , 1 9 8 4 ) 3 - N i t r o -
8 - h y d r o x y fl u o r a n t h e n e a n d 3 - n i t r o - 9 - h y d r o x y f lu o r a n t h e n e w e r e i s o l a t e d p r e v i o u s l y f r o m
a b i o l o g i c a l i n c u b a t i o n m i x t u r e (B a l l e t a l , 1 9 8 5 ; H o w a r d e t a l , 1 9 8 8), b u t t h e i r
s y n t h e s i s h a s n o t b e e n d e s c r i b e d .
Se v e r a l s y n t h e t i c m e t h o d s w e r e e m p l o y e d i n t h e s y n t h e s i s o f t h e m e t a b o l i t e s
T h e s e w e r e :
( 1) D i r e c t o x i d a t i o n w i t h t w o o x i d i z i n g a g e n t s - D M D O (o x i d a t i o n o f 2 -
n i t r o f lu o r a n t h e n e
,
3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
,
1- a m i n o p y r e n e a n d 3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e ) a n d
m C P B A (o x i d a t i o n o f 3 - a m i n o fl u o r a n t h e n e )
(2 ) H y d r o l y s i s o f t h e a c e t o x y (a s i n t h e c a s e o f n i t r o p y r e n o l s ) o r t h e b e n z o y l o x y
(a s i n t h e c a s e o f n i t r o f lu o r a n t h e n o l s ) n i t r o a r e n e s
(3 ) C o n v e r s i o n o f o t h e r g r o u p s s u ch a s 3 - n i t r o - 8 - b r o m o f l u o r a n t h e n e , w h i c h h a s
s o f a r b e e n u n s u c c e s s f u l
(4 ) H y dr o l y s i s o f a c e t o x y a c e t a m i d o a r e n e s
I V A M a s s Sp e c t r a l a n a l y s e s
M a s s s p e c t r o m e t r y w i t h e x a c t m a s s m e a s u r em e n t s w a s c a r r i e d o u t t o c o n fi r m t h e i d e n t i t y
o f t h e c o m p o u n d s s y n t h e s i z e d T h e i d e n t i t y o f t h e c o m p o u n d s w a s o b t a i n e d b y
e x a m i n a t i o n o f f r a g m e n t a t i o n p a t t e r n s t h a t a r e c h a r a c t e r i s t i c f o r t h e m aj o r f u n c t i o n a l
g r o u p s a r e T h e m o l e c u l a r i o n s u g g e s t e d t h e m o l e c u l a r f o r m u l a o f t h e c o m p o u n d , w h i l e
e x a c t m a s s m e a s u r e m e n t s c o n f i r m e d t h e e l em e n t a l c o m p o s i t i o n
T h e p r e s e n c e o f n i t r o g e n i n a c o m p o u n d i s i n d i c a t e d b y a n i o n w i t h a n o d d m a s s -
t o - c h a r g e r a t i o T h e t y p i c a l f r a g m e n t a t i o n p a t t e r n f o r a c o m p o u n d h a v i n g a n i t r o g r o u p i s
t h e l o s s o f 3 0 m a s s u n i t s c o r r e s p o n d i n g t o a - N O g r o u p a n d l o s s o f 4 6 , d e n o t i n g l o s s o f a
n i t r o g r o u p I n a c e t a m i d o c o m p o u n d s , t h e a c e t y l g r o u p i s c l e a v e d , r e s u l t i n g i n a l o s s o f
2 0
4 3 m a s s u n i t s a n d t h e n u c l e u s s o m e t im e s r e g a i n s a p r o t o n , r e s u l t i n g i n a l o s s o f 4 2 m a s s
u n i t s
,
c o n f i r m i n g t h e p r e s e n c e o f a n a c e t y l g r o u p
I V B N M R s p e c t r a l a n a l y s e s
N u c l e a r M a g n e t i c R e s o n a n c e (N MR ) s p e c t r a l a n a l y s i s w a s c a r r i e d o u t t o
c h a r a c t e r i z e t h e s u b s t i t u t i o n p a t t e r n s o f t h e c o m p o u n d s s y n t h e s iz e d , a n d t o d i s t i n g u i s h
b e t w e e n p o s i t i o n a l i s o m e r s
I V B . l N M R s p e c t r a o f t h e n i t r o p y r e n e d e r i v a t i v e s
T h e N M R s p e c t r a f o r a l l t h e n i t r o p y r e n o l s h a d e i g h t s i g n a l s i n t h e a r o m a t i c
r e g i o n , w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h t h e p r e s e n c e o f e i g h t p r o t o n s o n t h e di - s u b s t i t u t e d
p y r e n e c o m p o u n d s T h e g e n e r a l f e a t u r e s u s e d f o r a s s i g n i n g i d e n t i f i c a t i o n s w e r e t h a t
p r o t o n s o r t h o a n d p e r i t o t h e n i t r o g r o u p s h i f t do w n f i e l d a n d p r o t o n s o r t h o t o t h e h y d r o x y
g r o u p s h i f t u p fi e l d a n d p r o t o n s p e r i t o t h e h y d r o x y g r o u p s h i f t d o w n f i e l d
I n t h e 6 - a n d 8 - n i t r o - l - h y dr o x y p y r e n e s , t h e p r o t o n a t p o s i t i o n C 2 a p p e a r s a t 7 6
p p m , du e t o t h e s h i e l d i n g e f f e c t o f t h e h y dr o x y g r o u p a dj a c e n t t o p o s i t i o n C 2 T h e s a m e
p r o t o n a p p e a r s a s a s i n g l e t m o r e d o w n f i e l d a t 8 3 p pm i n t h e 3 - n i t r o - l - h y dr o x y p y r e n e ,
d u e t o t h e d e s h i e l di n g i n f lu e n c e o f t h e n i t r o g r o u p
I V B . l (c ) l - H y d r o x y - 3 - n i t r o p y r e n e
T h e p r o t o n a t C 4 i s p e r i t o t h e n i t r o g r o u p , a n d h a s s h i f t e d m o s t d o w n f i e l d I t s
s i g n a l i s l o c a t e d a t 8 6 5 p pm T h e p r o t o n a t C l O i s s h i f t e d do w n f i e l d t o 8 5 5 p pm s i n c e i t
i s p e r i t o t h e h y d r o x y g r o u p A t 8 4 p pm a n d 8 3 5 p pm a r e l o c a t e d t h e p e a k s f o r p r o t o n s
a t C 8 a n d C 6 A d o u b l e t a t 8 3 5 p p m i s i d e n t i f i e d a s a s i g n a l f o r t h e p r o t o n a t C 9 T h e
s in g l e t a t 8 3 p p m c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t p o s i t i o n C 2 , i n d i c a t i n g t h a t i t s tw o
a dj a c e n t p r o t o n s h a v e b e e n s u b s t it u t e d T h e p e a k a t 8 2 5 p p m c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n
a t p o s i t i o n C 5 a n d t h e t r i p l e t a t 8 1 5 p pm c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t C 7
I V B 1(a ) l - H y dr o x y - 6 - n i t r o p y r e n e
T h e N M R o f t h i s c o m p o u n d w a s c a r r i e d o u t i n CD C I3 T h e n i t r o g r o u p a t
p o s it i o n C 6 w i l l m a k e th e p r o t o n a t p o s i t i o n C 7 a p p e a r d o w n f i e l d , d u e t o t h e e l e c t r o n
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w i t h d r a w i n g n a t u r e o f t h e n i t r o g r o u p T h e t h r e e s i g n a l s i n t h e d o w n fi e l d r e g i o n b e t w e e n
8 6 a n d 8 8 p p m s i g n i f y p r o t o n s a t p o s i t i o n s C 5 , C 7 a n d C l O, i n t h a t o r d e r T h e s i g n a l f o r
t h e p r o t o n a t C 8 a pp e a r s a t 8 2 4 p p m P r o t o n s a t C 4 a n d C 9 , b e i n g i n t h e K - r e g i o n ,
a p p e a r i n t h e r e g i o n b e t w e e n 8 0 a n d 8 1 p p m
I V B 1(b ) 1 - H y d r o x y - 8 - n i t r o p y r e n e
T h e N M R s p e c t r u m i n d i c a t e s t h a t a l l t h e s i g n a l s a r e do u b l e t s , s u g g e s t i n g t h a t
e a c h p r o t o n h a s o n l y o n e p r o t o n i n i t s im m e di a t e n e i g h b o u r h o o d T h e p r o t o n s a t
p o s i t i o n s C 9 a n d C l O a p p e a r m o s t do w n f i e l d , s i n c e t h e y a r e p e r i t o t h e n i t r o a n d
h y dr o x y g r o u p s , r e s p e c t i v e l y O n e o f t h e s i g n a l s a t 8 7 p pm c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t
C 7 T h e p e a k s a t 8 0 a n d 8 15 p p m c o r r e s p o n d t o t h e p r o t o n s a t p o s i t i o n s C 5 a n d C 4
I r r a d i a t i n g a t 8 9 5 pp m c o l l a p s e d t h e s i g n a l a t 8 7 p pm , t h e r e f o r e t h e s i g n a l a t 8 9 5 p pm
i s th e p r o t o n a t C l O a n d t h e s i g n a l a t 8 7 p pm i s t h e p r o t o n a t C 9 I r r a d i a t i n g a t 8 7 p pm
c o l l a p s e d t h e d o u b l e t s a t 8 9 5 a n d 8 1 p p m , t h e r e f o r e t h e s i g n a l a t 8 7 p p m i s t h e p r o t o n s
a t C 9 a n d C 7
,
a n d t h e s i g n a l a t 8 1 p p m i s t h e p r o t o n a t C 6
I V B 2 N M R s p e c t r a o f t h e a c e t a m i d o p y r e n o l s
T h e N M R s p e c t r a o f t h e a c e t a m i d o p y r e n o l s h a v e e i g ht p e a k s i n t h e do w n f i e l d
r e g i o n , j u s t i f y i n g t h e p r e s e n c e o f e i g h t pr o t o n s o n t h e c o m p o u n d s
A s i n t h e n i t r o p y r e n o l s , t h e p r o t o n s p e r i a n d o r t h o t o t h e a c e t a m i d o g r o u p a p p e a r
d o w n fi e l d
,
t h e p r o t o n s p e r i t o t h e h y d r o x y g r o u p a p p e a r d o w n f i e l d, w h e r e a s t h e p r o t o n
o r t h o t o t h e h y d r o x y g r o u p a p p e a r s u p f i e l d T h e p r o t o n a t p o s i t i o n C 2 a p p e a r s a t 7 6 p pm
i n t h e 6 - a n d 8 - a c e t am i d o - l - h y dr o x y p y r e n e s , a n d a t 8 3 p p m i n t h e 3 - a c e t a m i d o - 1 -
h y d r o x y p y r e n e I n a l l t h e a c e t a m i d o p y r e n e s , t h e m e t h y l p r o t o n s o n t h e a c e t a m i d o g r o u p
a p p e a r a t 2 3 3 p pm a n d t h e y h a v e a t h r e e - p r o t o n i n t e n s i t y T h e s i g n a l f o r t h e - N H o n t h e
a c e t a m i d o g r o u p a p p e a r s a t 9 6 p pm i n a l l t h e i s o m e r s
T h e N M R s p e c t r a o f t h e i n d i v i du a l a c e t a m i d o h y d r o x y p y r e n e s a r e n o t d i s c u s s e d i n
d e t a i l s i n c e s t r u c t u r a l i d e n t i t y i s e n s u r e d b y s y n t h e s i s f r o m th e c o r r e s p o n d i n g
n i t r o h y d r o x y p y r e n e s
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I V B 3 N M R s p e c t r a o f t h e N i t r o b e n z o y l o x y fl u o r a n t h e n e s
I n f l u o r a n t h e n e
, p r o t o n s a t p o s i t i o n s C 8 a n d C 9 a r e m o s t u p f i e l d .
T h e s p e c t r a o f t h e n i t r o b e n z o y l o x y f l u o r a n t h e n e s h a v e t h i r t e e n s i g n a l s , a c c o u n t i n g
f o r e i g h t p r o t o n s o n t h e d i - s u b s t i t u t e d f l u o r a n t h e n e m o l e c u l e a n d f i v e p r o t o n s o n t h e
p h e n y l r i n g o f t h e b e n z o y l o x y s u b s t i t u e n t T h e m e t a p r o t o n s o n t h e p h e n y l r i n g o f t h e
b e n z o y l o x y s u b s t i t u e n t a p p e a r a t a r o u n d 7 6 p p m , t h e p a r a p r o t o n s a t 7 8 p p m a n d t h e
o r t h o p r o t o n s a p p e a r i n t h e r e g i o n b e t w e e n 8 2 a n d 8 4 pp m
I V . B 3 (a ) 3 - N i t r o - 8 - b e n z o y l o x y f l u o r a n t h e n e
T h e m e t a c o u p l e d d o u b l e t o f d o u b l e t a t 7 4 pp m c o r r e s p o n ds t o t h e p r o t o n a t
p o s i t i o n C 9 T h e m e t a c o u p l e d do u b l e t f o r t h e p r o t o n a t C 7 a p p e a r s a t 8 0 p p m T h e
t r i p l e t a t 7 9 p pm c o r r e s p o n ds t o t h e p r o t o n a t C 5 T h e t w o do u b l e t s a t 8 6 p pm a n d 8 7
p pm c o r r e s po n d t o t h e p r o t o n s a t p o s i t i o n s C 2 a n d C 4 , w h i c h a p p e a r do w n fi e l d b e c a u s e
o f t h e i r p r o x i m i t y t o t h e n i t r o g r o u p T h e r e s t o f t h e p e a k s i n t h e r e g i o n b e t w e e n 8 2 a n d
8 3 p pm d e n o t e t h e p r o t o n s a t p o s i t i o n s C 6 , C I a n d C l O o f t h e f lu o r a n t h e n e m o l e c u l e
I V B 3 (b ) 3 - N i t r o - 9 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e
T h e m e t a c o u p l e d d o u b l e t o f do u b l e t s a t 7 4 p p m c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t C 8 ,
i t b e i n g t h e m o s t u p f i e l d p r o t o n i n f lu o r a n t h e n e T h e t r i p l e t a t 7 9 p pm d e n o t e s t h e p r o t o n
a t p o s i t i o n C 5 T h e m e t a c o u p l e d d o u b l e t a t 8 1 p pm c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t C l O,
w h i c h i s m e t a c o u p l e d t o t h e p r o t o n a t C 8 T h e p r o t o n a t p o s i t i o n C 6 a p p e a r s u p f i e l d a t
8 1 p pm du e t o t h e b e n z o y l o x y g r o u p T h e d o u b l e t a t 8 2 p pm c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n
a t C 7 T h e d o u b l e t a t 8 5 p p m d e n o t e s t h e p r o t o n a t C 2 I n t h e r e g i o n b e t w e e n 8 2 p pm
a n d 8 3 p p m a r e p r e s e n t t h e o r t h o p r o t o n s o n t h e p h e n y l r i n g o f t h e b e n z o y l o x y
s u b s t i t u e n t (t h e d o u b l e t o n t h e r i g h t s i d e o f t h e b u n c h ), a n d t h e p r o t o n s o n C I a n d C 4 o f
t h e f lu o r a n t h e n e m o l e c u l e
I V B 3 (c ) 8 - B e n z o y l o x y - 9 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
T h e t r i p l e t a t 7 6 p pm c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n s a t p o s i t i o n s C 2 a n d C 5 T h e t w o
d o u b l e t s a t 8 1 a n d 8 2 p p m c o r r e s p o n d t o t h e p r o t o n s a t C 3 a n d C4 d u e t o r e s o n a n c e
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w i t h t h e b e n z o y l o x y a n d n i t r o g r o u p s , r e s p e c t i v e l y T h e p e a k a t 8 3 p p m c o r r e s p o n d s t o
t h e p r o t o n a t C 7 T h e p e a k s f o r t h e p r o t o n s a t C I a n d C 6 a p p e a r do w n f i e l d, a t 8 4 a n d
8 4 5 p pm , du e t o t h e i r p r e s e n c e i n t h e b a y r e g i o n . T h e p r o t o n a t C l O a p p e a r s a t 8 8 5
p pm , s i n c e i t i s n e x t t o t h e n i t r o g r o u p .
T h e N MR s p e c t r a o f t h e i n d i v i du a l n i t r o h y dr o x y f l u o r a n t h e n e s a n d
a c e t a m i d o h y d r o x y f lu o r a n t h e n e s f o l l o w t ho s e o f t h e c o r r e s p o n d i n g
b e n z o y l o x y n i t r o f l u o r a n t h e n e s , a n d s o t h e y a r e n o t d i s c u s s e d i n d e t a i l
2 4
V D i s c u s s i o n
T h e m e t a b o l i t e s o f l - n it r o p y r e n e a n d t h e 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e h a v e b e e n
s y n t h e s i z e d a n d t h e i r s t r u c t u r e s c h a r a c t e r i z e d b y N M R a n d M a s s Sp e c t r o m e t r y T h e s e
c o m p o u n d s h a v e b e e n s y n t h e s i z e d i n g o o d y i e l d s a n d w i t h m i n im a l p u r i fi c a t i o n r e q u i r e d
o f t h e fi n a l p r o du c t s
1 - A m i n o p y r e n e a n d 3 - a m i n o f lu o r a n t h e n e w e r e o x i d i z e d b y m C P B A a n d D M D O
w e r e s y n t h e s i z e d a n d t h e p r o du c t s w e r e c h a r a c t e r i z e d b y N M R a n d m a s s s p e c t r o m e t r y
m C PB A o x i d a t i o n o f 3 - a m i n o fl u o r a n t h e n e g a v e 3 - n i t r o - 2 - h y dr o x y fl u o r a n t h e n e a n d 3 -
n i t r o fl u o r a n t h e n e a s p r o du c t s , w h e r e a s o x i d a t i o n o f 3 - a m i n o fl u o r a n t h e n e w i t h D M D O
p r o du c e d 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e a n d fl u o r a n t h e n e - 2 , 3 - q u i n o n e a s p r o du c t s B o t h m C P B A
a n d D MD O o x i d iz e a m i n o g r o u p s t o n it r o g r o u p s I n p o l y c y c l i c a r o m a t i c s y s t e m s , b o t h
t h e o x i d i z i n g a g e n t s fi r s t e p o x i d i z e t h e C 1 - C 2 b o n d c o n n e c t e d w i t h th e a m i n o g r o u p , a n d
t h e e p o x i d e s u b s e q u e n t l y r e a r r a n g e s t o a p h e n o l T h e d i f f e r e n c e i n t h e o x i d i z i n g a g e n t s
a r i s e s du e t o d i f f e r e n t r e a c t i o n m e c h a n i s m s o f t h e h y d r o x y - a m i n o g r o u p T h e a m i n o
g r o u p i s o x i d i z e d t o a n i t r o g r o u p w i t h m C P B A D MD O h o w e v e r , o x i d i z e s t o a q u i n o n e
f a s t e r t h a n t o a n i t r o g r o u p T h e o x i d a t i o n w i t h D M D O o f 2 - n i t r o fl u o r a n t h e n e a n d 3 -
n i t r o fl u o r a n t h e n e d i d n o t g i v e a n y p r o du c t , b e c a u s e o f t h e d e a c t i v a t i n g e f f e c t o f t h e n i t r o
g r o u p T h e v a r i o u s m e t h o ds e m p l o y e d f o r t h e s y n t h e s i s o f 3 - n i t r o - 9 -
h y d r o x y fl u o r a n t h e n e a n d 3 - a c e t am i d o - 9 - h y d r o x y fl u o r a n t h e n e w e r e u n s u c c e s s f u l I n 8 -
b e n z o y l o x y fl u o r a n t h e n e (f r o m w h i c h t h e fl u o r a n t h e n e m e t a b o l i t e s w e r e s y n t h e s i z e d ), t h e
m o s t a c t i v a t e d p o s i t i o n s a r e C 3 a n d C9 N i t r a t i o n p r e f e r e n t i a l l y y i e l d s 3 - n i t r o - 8 -
b e n z o y l o x 5^ u o r a n t h e n e a n d 8 - n i t r o - 9 - b e n z o y l o x y fl u o r a n t h e n e Si n c e p o s i t i o n C 4 i s n o t
a c t i v a t e d f o r n i t r a t i o n
,
v e r y s m a l l am o u n t s o f t h e 3 - n i t r o - 9 - b e n z o y l o x y fl u o r a n t h e n e
i s o m e r a r e o b t a i n e d
T h e m e t a b o l i t e s o f t h e p y r e n o l s a n d fl u o r a n t h e n o l s s y n t h e s i z e d w e r e t e s t e d i n t h e
A m e s a s s a y f o r m u t a g e n i c i t y b y Z h a n g a n d R e n n i n g e r (u n p u b l i s h e d d a t a ) I t w a s n o t e d
t h a t t h e l - n i t r o - 6 - h y d r o x y p y r e n e p r o du c e d 6 r e v / n m o l e i n T A 9 8 s t r a i n w i t h o u t S9
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e n z ym e , a n d 12 1 r e v / n m o l e w i t h S9 (R e n n i n g e r , u n p u b l i s h e d d a t a ) T h e s a m e c o m p o u n d
p r o d u c e d a l o w c o u n t w i t h o u t S9 a n d a r o u n d 3 5 0 r e v /n m o l e w i t h S 9 w h e n t h e
e x p e r im e n t w a s r e p e a t e d b y Z h a n g a t t h e o p t im u m S9 c o n c e n t r a t i o n (u n p u b l i s h e d d a t a )
Wh e n l - a c e t a m i d o - 6 - h y d r o x y p y r e n e w a s t e s t e d b y R e n n i n g e r , i t p r o du c e d n o r e v / n m o l e
i n T A 9 8 s t r a i n w i t h o u t S9 a n d 17 r e v / n m o l e w i t h S 9 e n z y m e W h e n t e s t e d b y Z h a n g i t
p r o d u c e d n o r e v / n m o l e w i t h o u t S9 a n d a r o u n d 80 0 r e v /n m o l e i n T A 9 8 w it h S9 a t t h e
o p t im u m c o n c e n t r a t i o n T h e l - n i t r o
- 8 - h y d r o x y p y r e n e a n d l - n i t r o - 3 - h y d r o x y p y r e n e w e r e
s e e n t o b e m o d e r a t e l y a c t i v e w i t h o u t S9 , p r o d u c i n g 2 9 r e v / n m o l e a n d 8 8 r e v / n m o l e ,
a n d a c t i v e w i t h S9
, p r o du c i n g 8 8 r e v / n m o l e a n d 1 1 2 r e v / n m o l e r e s p e c t i v e l y T h e i r
r e sp e c t i v e a c e t a m i d o s w e r e i n a c t i v e , t h e l - a c e t a m i d o - 8 - h y d r o x y p y r e n e p r o du c i n g 0 6
r e v /n m o l e i n T A 9 8 w i t h o u t S9 a n d 0 4 r e v /n m o l e w i t h S 9
,
a n d t h e l - a c e t a m i d o - 3 -
h y dr o x y p y r e n e p r o d u c i n g 0 6 9 r e v /n m o l e w i t h o u t S9 a n d 0 0 1 r e v / n m o l e w i t h S 9
(Z h a n g , u n p u b l i s h e d d a t a )
A m o n g t h e n i t r o f l u o r a t h e n e s , o n l y t h e 3 - n i t r o - 8 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e w a s a c t i v e ,
w i t h 4 3 r e v / n m o l e i n T A 9 8 w i t h o u t S 9 a n d 5 5 4 r e v / n m o l e w i t h S 9 T h e 3 - n i t r o - 9 -
h y d r o x y f l u o r a n t h e n e s h o w e d 7 2 r e v /n m o l e w i t h o u t S9 a n d 6 1 r e v /m o l e w i t h S 9 , t h e 8-
n i t r o - 9 - h y dr o x y f lu o r a n t h e n e p r o d u c e d n o r e v / n m o l e b o t h w i t h o u t a n d w i t h S 9 T h e 3 -
n i t r o - 2 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e w a s m o d e r a t e l y a c t i v e w i t h 1 1 9 r e v /n m o l e w i t h o u t S9 , a n d
w i t h 5 1 r e v / n m o l e w i t h S9 T h e 3 - n i t r o - 8 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e w a s v e r y a c t i v e w i t h
2 8 5 r e v /n m o l e i n T A 9 8 w i t h o u t S9 a n d 9 3 . 2 r e v / n m o l e w it h S9 T h e 3 - a c e t a m i d o - 8 -
h y d r o x y f l u o r a n t h e n e a n d 3 - a c e t a m i d o - 2 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e w e r e i n a c t i v e , t h e f o r m e r
p r o d u c i n g 1 2 4 r e v / n m o l e w i t h o u t S9 a n d 2 0 r e v /n m o l e w i t h S 9 , a n d th e l a t t e r
p r o du c i n g 1 1 r e v /n m o l e w i t h o u t S 9 a n d 1 2 r e v / n m o l e w i t h S9 (Z h a n g , u n p u b l i s h e d
d a t a ) T h e 3 - a c e t am i do - 9 - h y dr o x y fl u o r a n t h e n e h a s n o t y e t b e e n t e s t e d f o r m u t a g e n i c i t y
2 - N i t r o fl u o r a n t h e n e p r o du c e d a b o u t 2 0 0 r e v /n m o l e i n t h e T A 9 8 s t r a i n b o t h w i t h o u t a n d
w i th S 9 3 - N i t r o f lu o r a n t h e n e w a s h i g h l y a c t i v e w i t h o u t S9 , p r o du c i n g 2 4 2 0 r e v / n m o l e
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a n d 2 2 2 r e v / n m o l e w i t h S9 3 - A m i n o fl u o r a n t h e n e w a s a l s o a c t i v e
, p r o d u c i n g 4 3
r e v /n m o l e w i t h o u t S9 a n d 1 13 r e v / n m o l e w i t h S9 e n z y m e
T h e a b o v e m u t a g e n i c i t y d a t a f r o m th e A m e s a s s a y p r o v i d e s t h e t o o l s t o c a r r y o u t
a d i r e c t e v a l u a t i o n o f s o m e o f t h e g e n o t o x i c p r o p e r t i e s o f t h e m e t a b o l i t e s I t a l s o
p r o v i d e s a c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e m u t a g e n i c i t y o f t h e m e t a b o l i t e s a n d t h e p a r e n t
c o m p o u n d , w h i c h l e a d s t o c o n c l u s i o n s a s t o w h e t h e r t h e p a t h w a y i n w h i c h a m e t a b o l i t e
i s f o r m e d i s a n a c t i v a t i o n o r a d e t o x i f i c a t i o n p a t h w a y .
F r o m t h e A m e s a s s a y d a t a , i t f o l l o w s th a t i n p y r e n e , t h e 1 , 6 - i s o m e r s w e r e m o r e
a c t i v e t h a n t h e r e s t o f t h e m e t a b o l i t e s l - A c e t a m i d o - 6 - h y dr o x y p y r e n e w a s c o n s i d e r a b l y
m o r e a c t i v e t h a n 1- n it r o p y r e n e I n t h e c a s e o f f l u o r a n t h e n e , t h e a c t i v i t y o f a l l d e r i v a t i v e s
w a s l e s s t h a n t h a t o f t h e p a r e n t f lu o r a n t h e n e H e n c e i t c a n b e c o n c l u d e d t h a t t h e 1 , 6 -
i s o m e r s o f p y r e n e f o l l o w a n a c t i v a t i o n p a t hw a y , w h i l e t h e f lu o r a n t h e n e d e r i v a t i v e s s e e m
t o b e d e t o x i f i c a t i o n pr o d u c t s
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Sy n th e s i s o f t h e n i t r o p y r e n e m e t a b o U t e s
1 1 - a c e t o x y p y r e n e
2 l - a c e t o x y - 3 - n i t r o p y r e n e
3 l - a c e t o x y
- 6 - n i t r o p y r e n e
4 l - a c e t o x y
- 8 - n i t r o p y r e n e
5 l - h y dr o x y - 3 - n i t r o p y r e n e
6 l - h y d r o x y - 6 - n i t r o p y r e n e
7 l - h y d r o x y - 8 - n i t r o p y r e n e
8 l - a c e t o x y - 3 - a c e t a m i d o p y r e n e
9 l - a c e t o x y - 6 - a c e t a m i d o p y r e n e
1 0 l - a c e t o x y - 8 - a c e t a m i d o p y r e n e
Sy n t h e s i s o f t h e n i t r o p y r e n e m e t a b o l i t e s (c o n t d)
1 l - a c e t o x y - 3 - a c e t a m i do p y r e n e
2 l - h y d r o x y - 3 - a c e t a m i d o p y r e n e
3 l - a c e t o x y - 6 - a c e t a m i d o p y r e n e
4 l - h y d r o x y - 6 - a c e t a m i d o p y r e n e
5 l - a c e t o x y - 8 - a c e t a m i d o p y r e n e
6 l - h y d r o x y - 8 - a c e t a m i d o p y r e n e
S y n t h e s i s o f t h e n i t r o f lu o r a n t h e n e m e t a b o l i t e s
1 8 - b e n z o y l f lu o r a n t h e n e
2 8 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e
3 8 - c a r b o x y f lu o r a n t h e n e p h e n y l e t h e r
4 3 - n it r o - 8 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e
5 9 - n i t r o - 8 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e
6 3 - n i t r o - 9 - b e n z o y l o x y f lu o r a n t h e n e
7 3 - n i t r o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
8 9 - n i t r o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
9 3 - n i t r o - 9 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
3 4
Sy n t h e s i s o f t h e n i t r o fl u o r a n t h e n e m e t a b o l i t e s (c o n t d)
1 3 - n i t r o - 8 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e
2 9 - n i t r o - 8 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e
3 3 - n i t r o - 9 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e
4 3 - a c e t a m i d o - 8 - a c e t o x y f lu o r a n t h e n e
5 9 - a c e t a m i d o - 8 - a c e t o x y f l u o r a n t h e n e
6 3 - a c e t a m i d o - 9 - a c e t o x y f l u o r a n t h e n e
7 3 - a c e t a m i d o - 8 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e
8 9 - a c e t a m i d o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
9 3 - a c e t a m i d o - 9 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e
O x i d a t i o n o f 1 - a m i n o p y r e n e
1 l - a m i n o p y r e n e
2 1 - n i t r o p y r e n e
3 1- n i t r o p y r e n e
O x i d a t i o n o f 3 - a m in o fl u o r a n t h e n e
1 3 - am i n o f lu o r a n t h e n e
2 2 - h y dr o x y - 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e
3 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e
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5 . 6 E 6
-
_ 4 . 8 E 6
4 . 0 E 6
^ 3 . 2 E 6
L 2 . 4 E 6
1 . 6 E 6
1 . 8 . 0 E 5
M | ^ | ,u J ,Jki ^ t j t ki i i d l|. . « fU i i <ba l i i
3 5 0 M / Z
E x a c t m a s s : 2 7 5 0 9 3 4
m as s - t o - c h a r g e r a t i o
(m / z )
% i n t e n s i t y m a s s ; i o n l o s t
2 7 5
2 3 3
2 14
2 0 2
3 7
5 8
10
2 9
4 2 ; C O C H 3
6 1 ; H , >e C O CH 3
7 3 ; CH 2 , N H C O CH 3
T h e i o n o f 10 0 % i n t e n s i t y h a s a n m / z o f 5 8
M A SS SP E CT R UM OF 3 - A CE T A M ID O- 2 - H Y D R OX Y F L U ORA N T HE N E (CON T D )
6 9
A m e s m u t a ge n i c i t y a s s a y r e s u l t s
(Z h a n g , R e n n i n g e r , R o s s e r , u n pu b l i s h e d d a t a ; B a l l e t a l , 1 9 8 6 )
C o m p o u n d
6 - N i t r o - 1- b y d r o x y p y r e n e
8 - N i t r o - 1- h y d r o x y p y r e n e
3 - N i t r o - 1 - h y d r o x y p y r e n e
6 - A c e t a m i d o - 1 - h y dr o x y p y r e n e
8 - A c e t a m i d o - 1 - h y dr o x y p y r e n e
3 - A c e t a m i d o - 1 - h y dr o x y p y r e n e
3 - N i t r o - 8 - h y d r o x y f lu o r a n t h e n e
3 - N i t r o - 9 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
9 - N i t r o - 8 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
3 - N i t r o - 2 - h y d r o x y f l u o r a n t h e n e
3 - A c et a m i do - 8 - h y dr o x y f l u o r a n t h e n e
3 - A c e t a m i do - 9 - h y d r o x y f lu o r a n t h e n e
3 - A c e t a m i do - 2 - h y d r o x y fl u o r a n t h e n e
1- N i t r o p y r e n e
1- A m i n o p y r e n e
2 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
3 - N i t r o f l u o r a n t h e n e
3 - A m i n o f l u o r a n t h e n e
R e v /n m o l e i n T A 9 8
- S9 + S 9
6
2 9
8 8
0
0 6
0 6 9
4 3
7 2
0
1 1 9
1 24
12 1
8 . 8
1 1 2
17
0 . 4
0 . 0 1
5 5 4
6 1
0
5
. 1
n o t y e t b e e n t e s t e d
1 1
3 3 9
9 3
2 0 0
2 4 2 0
4 3
1 . 2
6 0
3 3
2 0 0
22 2
1 13
7 0
B I B L I O G R A P H Y
A d a m , W , R C u r c i , a n d J O E dw a r d s , ( 19 89 ) D i o x i r a n e s : A n e w c l a s s o f p o w e r f u l
o x i d a n t s A c e C h e m R e s . 2 2 : 2 0 5 - 2 1 1
A m e s
,
B N
,
J . M c Ca n n
,
a n d E Y a m a s a k i
, ( 19 7 5) M e t h o d s f o r d e t e c t i n g c a r c i n o g e n s
a n d m u t a g e n s w i t h t h e . S
'
a / « 7 0 77 e / /a / m a m m a l i a n - m i c r o s o m e m u t a g e n i c i t y t e s t M u t a t .
R e s . . 3 1 : 3 4 7 - 3 6 4
A n d r e w s
,
P J
.
,
M A Qu i l l i a m , B E M c C a r r y , D W B r y a n t , a n d D R M c C a l l a , ( 1 9 8 6) .
I d e n t i f i c a t i o n o f t h e D N A a d du c t f o r m e d b y m e t a b o l i sm o f 1 , 8 - di n i t r o p y r e n e in
Sa lm o n e l l a typ h i m u r i u m C a r c i n o g e n e s i s . 7 : 10 5 - 1 10
B a l l
,
L M a n d L C K i n g , ( 19 8 5 ) M e t a b o l i s m , m u t a g e n i c it y a n d a c t i v a t i o n o f 1-
n i t r o p y r e n e i n v i v o a n d in v i t r o E n v i r o n I n t e r n a t . 1 1 : 3 5 5 - 3 6 2
B a l l
,
L M
,
M . J . K o h a n
,
L D C l a x t o n
,
a n d J L e w t a s
, ( 1 9 8 4 ) M u t a g e n i c i t y o f
d e r i v a t i v e s a n d m e t a b o l i t e s o f 1 - n i t r o p y r e n e : A c t i v a t i o n b y r a t l i v e r S9 a n d b a c t e r i a l
e n z y m e s M u t a t R e s . 1 3 8 : 1 13 - 1 2 5
B a l l
,
L M
,
M J K o h a n
,
J P I n m o n
,
L D C l a x t o n
,
a n d J L e w t a s
, ( 1 9 84 ) . M e t a b o l i s m o f
l - n i t r o [ l
' * C ]p y r e n e i n v i v o i n t h e r a t a n d m u t a g e n i c i t y o f u r i n a r y m e t a b o l i t e s .
C a r c i n o g e n e s i s . 5 : 15 57 - 15 6 4 .
B a l l
,
L M
,
M J K o h a n , K W i l l i am s , M G N i s h i o k a , A G o l d, a n d J . L e w t a s , ( 19 8 5 ) .
M e t a b o l i s m a n d a c t i v a t i o n p a t h w a y s o f t h e e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n 3 - n i t r o fl u o r a n t h e n e
I n P o l y n u c l e a r A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s : T e n t h I n t e r n a t i o n a l Sy m p o s i u m o n A D e c a d e o f
P r o g r e s s , e d M W C o o k e a n d A J D e n n i s 5 9 - 7 0 C o l u m b u s , O h i o : B a t t e l l e P r e s s
B a l l
,
L M a n d J L e w t a s
, ( 1 9 8 5 ) R a t l i v e r s u b c e l l u l a r f r a c t i o n s c a t a l y z e a e r o b i c b i n d i n g
o f l - n i t r o [ 14 c ] p y r e n e t o D N A E n v i r o n H e a lt h P e r s p e c t . 6 2 : 19 3 - 1 9 6
B a l l , L M , M . G N i s h i o k a , a n d J L ew t a s , ( 1 9 8 6 ) H e p a t i c m e t a b o l i s m o f t h e
e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n 2 - n i t r o f l u o r a n t h e n e P h a r m a c o l o g i s t , 2 8 : 1 3 6
B a u e r
,
S L . a n d P C . H o w a r d
, ( 1 99 1) . K i n e t i c s a n d c o - f a c t o r r e q u i r e m e n t s f o r t h e
n i t r o r e d u c t i v e m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a n d 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e b y r a b b i t l i v e r
a l d e h y d e o x i d a s e C a r c i n o g e n e s i s . 1 2 : 1 54 5
- 1 54 9
B e l a n d , F A , R H H e f l i c h , P C H o w a r d , a n d P P F u , ( 1 9 8 5 ) T h e i n v i t r o m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n o f n i t r o p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s I n Po l v c v c l i c H y dr o c a r b o n s a n d
C a r c i n o g e n e s i s , e d R . G H a r v e y 3 7 1- 3 9 6 . W a sh i n g t o n , D . C : A m e r i c a n Ch e m i c a l
So c i e t y
7 1
B e l i s a r i o
,
M A
,
R P e c c e
,
R D M o rt e
,
A R A r e n a
,
A C e c i n a t o
,
P C i c c i o l i
,
a n d N
St a i a n o
, ( 1 9 9 0 ) C h a r a c t e r i z a t i o n o f o x i d a t i v e a n d r e d u c t i v e m e t a b o l i s m i n v i t r o o f
n i t r o f lu o r a n t h e n e s b y r a t l i v e r e n z y m e s C a r c i n o g e n e s i s . 1 1 : 2 13
- 2 18
B e r r y , D L , G M Sc h o o f s , a n d W A V a n c e , ( 1 9 8 5 ) M u t a g e n i c i t y o f
n i t r o f l u o r a n t h e n e s
,
3 - a m i n o f l u o r a n t h e n e a n d 1 - n i t r o p y r e n e i n C h i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l s
C a r c i n o g e n e s i s . 6 : 1 4 0 3 - 1 4 0 7
C a m p b e l l , N , a n d E a s t o n , W . W , ( 19 4 9) J Ch e m So c . 3 4 0 - 3 4 5 .
C a m p b e l l , N a n d N H K e i r , ( 1 9 5 5) T h e o r i e n t a t i o n o f d i s u b s t i t u t e d f l u o r a n t h e n e
d e r i v a t i v e s J C h e m S o c . 12 3 3 - 1 2 3 7
C o n s o l e
,
M C .
,
M A n d e r s
,
a n d P . C H o w a r d
, ( 19 8 9) M u t a g e n i c i t y o f t h e p h e n o l i c
m i c r o s o m a l m e t a b o l i t e s o f 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e a n d 1- n i t r o p y r e n e i n s t r a i n s o i Sa lm o n e l l a
typ h i m u r i u m M u t a t R e s . 2 1 0 : 2 63 - 2 6 9
D i e t r i c h
,
A M
, ( 19 87 )
" M a s s s p e c t r o m e t r i c c h a r a c t e r i z a t i o n o f D N A a d d u c t s f o r m e d
f r o m 3 - n i t r o f lu o r a n t h e n e
"
P h . D . D i s s e r t a t i o n
,
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l
H i l l
,
C h a p e l H i l l , N C
D i e t r i c h
,
A M
,
C R G u e n a t , K B T o m e r , a n d L M B a l l , ( 1 9 8 8) I d e n t i f i c a t i o n a n d
c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e m a j o r D N A a d du c t f o r m e d c h e m i c a l l y a n d i n v i t r o f r o m t h e
e n v i r o n m e n t a l g e n o t o x i n 3 - n i t r o f Iu o r a n t h e n e C a r c i n o g e n e s i s . 9 : 2 1 13 - 2 1 19
D i e t r i c h
,
M W
,
W E H o p k i n s , K J A s h bu r y , a n d W P R i d l e y , ( 1 9 8 7 ) L i q u i d
c h r o m a t o g r a p h i c c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e d e o x y r i b o n u c l e o s i d e - 5
'
-
p h o s p h a t e s a n d
d e o x y r i b o n u c l e o s i d e - 3
'
,
5
'
- b i s p h o s p h a t e s o b t a i n e d b y
^ ^ p . p o s t l a b e l i n g Ch r o m a t o g r a p h i a .
2 4 : 5 4 5 - 5 5 1 .
D j u r i c , Z , E K F i f e r , P C H o w a r d , a n d F A . B e l a n d , ( 1 9 8 6 ) O x i d a t i v e m i c r o s o m a l
m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e a n d D N A - b i n d i n g o f o x i d i z e d m e t a b o l i t e s f o l l o w i n g
n i t r o r e du c t i o n C a r c i n o g e n e s i s . 7 : 10 7 3 - 10 7 9
D j u r i c , Z , R H H e fl i c h , E K F i f e r , a n d F A B e l a n d, ( 1 9 8 6 ) M e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f
m u t a g e n i c a n d t u m o r i g e n i c d i n i t r o p y r e n e s I n B i o c h e m i c a l a n d M o l e c u l a r E p i d e m i o l o g y
o f C a n c e r , e d C H a r r i s 4 4 1 - 4 4 7 N e w Y o r k
,
N Y : A l a n R L i s s
D j u r i c , Z , D W P o t t e r , R H H e f l i c h , a n d F . A B e l a n d , ( 1 9 8 6 ) A e r o b i c a n d a n a e r o b i c
r e du c t i o n o f n i t r a t e d p y r e n e s i n v i t r o C h e m B i o l I n t e r a c t . 5 9 : 3 0 9 - 3 2 4
E l - B a y o u m y , K a n d S S H e c h t , ( 1 9 84 ) I d e n t i f i c a t i o n o f t r a n s - 1 , 2 - d i h y d r o - 1 , 2 -
d i h y dr o x y - 6 - n i t r o c h r y s e n e a s a m a j o r m u t a g e n i c m e t ab o l i t e o f 6 - n i t r o c h r y s e n e C a n c e r
R e s e a r c h
,
4 4 : 3 4 0 8 - 3 4 13
7 2
E l - B a y o u m y , K a n d S . S . H e c h t , ( 1 9 8 4 ) M e t a b o l i s m o f l - N i t r o [U - 4 , 5 , 9 , 10 - 1 4 c ] p y r e n e
i n t h e F 3 4 4 R a t C a n c e r R e s . 4 4 : 4 3 17 - 4 3 2 2
E l - B a y o u m y , K , S S H e c h t , T Sa c k l , a n d G D St o n e r , ( 1 9 8 4) T u m o r i g e n i c i t y a n d
m e t a b o l i s m o f 1 - n i t r o p y r e n e i n A /J m i c e C a r c i n o g e n e s i s , 5 : 1 1 4 9 - 1 4 52
E l - B a y o u m y , K , B R e d d y , a n d S. S . H e c h t , ( 1 9 8 4) I d e n t i f i c a t i o n o f r i n g o x i d i z e d
m e t a b o l i t e s o f 1 - n i t r o p y r e n e i n t h e f e c e s a n d u r i n e o f g e r m f r e e F 3 4 4 r a t s
C a r c i n o g e n e s i s , 5 : 1 3 7 1 - 1 3 7 3
E l - B a y o u m y , K , A R i v e n s o n , B J o h n s o n , J D i B e l l o , P L i t t l e , a n d S. S H e c h t , ( 1 9 8 8)
C o m p a r a t i v e t u m o r i g e n i c i t y o f 1 - n i t r o p y r e n e , 1 - n i t r o s o p y r e n e , a n d 1 - a m i n o p y r e n e
a d m i n i s t e r e d b y g a v a g e t o Sp r a g u e - D a w l e y r a t s C a n c e r R e s . 4 8 ; 4 2 5 6
- 4 2 6 0
E l - B a y o u m y , K . , G - H Sh i u e , a n d S . S . H e c h t , ( 1 9 8 8) M e t a b o l i s m a n d D N A b i n di n g o f
1- n i t r o p y r e n e a n d 1 - n i t r o s o p y r e n e i n n e w b o r n m i c e C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g y .
1 : 2 4 3 - 2 4 7
G i b s o n
,
T L
, ( 19 8 2 ) N i t r o de r i v a t i v e s o f p o l y n u c l e a r a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s i n
a i r b o r n e a n d so u r c e p a r t i c u l a t e m a t t e r A t m o s E n v i r o n . 16 : 2 0 3 7
- 2 04 0 .
G r e i b r o k k , T , G L o f r o t h , L N i l s s o n , R T o f t g a r d , J . C a r l s t e d t - D u k e , a n d J G u s t a f s s o n ,
( 1 9 8 5 ) N i t r o a r e n e s : M u t a g e n i c i t y i n t h e A m e s Sa lm o n e l l a / m i c T o s o m e a s s a y a n d
a f fi n i t y o f t h e T C D D - r e c e p t o r p r o t e i n I n T o x i c i t y o f N i t r o a r o m a t i c C o m p o u n d s , e d .
D . E R i c k e r t 1 6 7 - 1 8 3 N ew Y o r k : H e m i s ph e r e
H e fl i c h
,
R H
,
E K F i f e r
,
Z D j u r i c , a n d F A B e l a n d , ( 1 9 8 5) D N A a d du c t f o r m a t i o n
a n d m u t a t i o n i n d u c t i o n b y n i t r o p y r e n e s i n Sa lm o n e l l a a n d Ch i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s :
r e l a t i o n s h i p w i th n i t r o r e d u c i t o n a n d a c e t y l a t i o n E n v i r o n H e a l t h P e r sp e c t . 6 2 : 13 5 - 14 3 .
H e f l i c h
,
R H
,
P C H o w a r d
,
a n d F A B e l a n d
, ( 1 9 8 5 ) 1 - N it r o s o p y r e n e : A n
i n t e r m e d i a t e i n t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f 1 - n i t r o p y r e n e t o a m u t a g e n i n Sa lm o n e l l a
typ h i m u r i u m T A 15 3 8 M u t a t R e s . 1 4 9 : 2 5 - 3 2
H e fl i c h
,
R H
,
J R T h o r n t o n - M a n n i n g , T K i n o u c h i , a n d F A B e l a n d , ( 19 9 0)
M u t a g e n i c i t y o f o x i di z e d m e t a b o l i t e s o f 1 - n i t r o p y r e n e i n C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s
M u t a g e n e s i s . 5 : 1 5 1 - 1 5 7
H e r r e n o - S a e n z
,
D
,
F E E v a n s
,
T H e i n z e
,
J L e w t a s
,
a n d P P F u
, ( 1 9 92 ) I n v i t r o
m e t a b o l i s m a n d D N A a d d u c t f o r m a t i o n f r o m t h e m u t a g e n i c e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t
2 - n i t r o fl u o r a n t h e n e C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g y . 5 : 8 6 3
- 8 6 9 .
7 3
H ir o s e
,
M
,
M S L e e
,
C Y W a n g , a n d C M K i n g , ( 1 9 8 4 ) I n d u c t i o n o f r a t m a m m a r y
g l a n d t u m o r s b y 1 - n it r o p y r e n e , a r e c e n t l y r e c o g n i z e d e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n C a n c e r
R e s
.
4 4 : 1 15 8 - 1 16 2 .
H o d g s o n , E a n d P E L e v i , ( 1 9 87 ) A T e x t b o o k o f M o d e r n T o x i c o l o g y . N ew Y o r k ;
E l s e v i e r S c i e n c e P u b l i s h i n g C o , I n c
H o w a r d
,
P C
,
F A B e l a n d , a n d C E C e r n i g l i a , ( 1 9 8 3) R e du c t i o n o f t h e c a r c i n o g e n 1 -
n i t r o p y r e n e t o 1
- a m i n o p y r e n e b y r a t i n t e s t i n a l b a c t e r i a C a r c i n o g e n e s i s , 4 : 9 8 5 - 9 9 0
H o w a r d
,
P C
,
J A G e r r a r d
,
G E M i l o
,
P P F u
,
F A B e l a n d
,
a n d F A K a d l u b a r , ( 19 8 3 )
T r a n s f o r m a t i o n o f n o r m a l h u m a n s k i n f i b r o b l a s t s b y 1 - n i t r o p y r e n e a n d 6 -
n i t r o b e n z o [a ] p y r e n e C a r c i n o g e n e s i s , 4 : 3 5 3 - 3 5 5
H o w a r d
,
P C
,
R H H e f l i c h
,
F E E v a n s
,
a n d F A B e l a n d
, ( 19 83 ) . F o r m a t i o n o f D N A
a d du c t s i n v i t r o a n d i n Sa l m o n e l l a ty p h i m u r i u m u p o n m e t a b o l i c r e d u c t i o n o f t h e
e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n 1
- n i t r o p y r e n e C a n c e r R e s . , 4 3 : 2 0 5 2 - 2 0 5 8
H o w a r d
,
P C
,
G D M a t e e s c u , a n d M C C o n s o l o , ( 1 9 8 8 ) L i v e r m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m
o f t h e e n v i r o n m e n t a l c a r c i n o g e n 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e I . Ph e n o l i c m e t a b o l i t e s
C a r c i n o g e n e s i s , 9 : 9 1 1 - 9 17 .
H o w a r d
,
P C
,
K A R e e d
,
a n d D R K o o p , ( 1 9 8 8) O x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f 1-
n i t r o p y r e n e b y r a b b i t l i v e r m i c r o s o m e s a n d p u r i f i e d m i c r o s o m a l c y t o c h r o m e P - 4 5 0
i s o z ym e s C a n c e r R e s , 4 8 : 4 2 6 1 - 4 2 6 5
I m a i d a
,
K
,
M H i r o s e
,
L T a y , M - S L e e , C Y W a n g , a n d C M K i n g , ( 1 9 9 1)
C o m p a r a t i v e c a r c i n o g e n i c i t i e s o f 1 - , 2 - , a n d 4 - n i t r o p y r e n e a n d s t r u c t u r a l l y - r e l a t e d
c o m p o u n d s i n t h e f e m a l e CD r a t C a n c e r R e s . . 5 1 : 2 9 02 - 2 9 0 7
I m a i d a
,
K
,
M - S L e e
,
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g e n o t o x i c a n t s : t h e m u t a g e n i c i t y o f 5
- n i t r o a c e n a p h t h e n e a s a n e x a m p l e M u t a t R e s , I l l :
6 1 - 6 8
M e s s i e r
,
F
,
C L u , P A n d r e w s , B E M c C a r r y , M A Qu i l l i a m , a n d D R M c C a l l a ,
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a i r p o l l u t a n t 2 - n i t r o f lu o r e n e C a r c i n o g e n e s i s , 9 : 8 2 3
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M u r r a y , R W , R a j a d h y a k s h a , S N , M o h a n , L i l y , ( 1 9 8 9) O x i d a t i o n o f p r im a r y
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, ( 1 9 84 ) O c c u r r e n c e o f n i t r o - P A H i n t h e
a t m o s p h e r e i n a r u r a l a r e a A t m o s . E n v i r o n , 1 8 : 2 15 9 - 2 16 5
Oh g a k i , H , N M a t su k u r a , K M o r i n o , T K aw a c h i , T Su g im u r a , K M o r i t a , H T o k iw a ,
a n d T H i r o t a
, ( 1 9 8 2 ) C a r c i n o g e n i c i t y i n r a t s o f t h e m u t a g e n i c c o m p o u n d s 1 -
n i t r o p y r e n e a n d 3 - n i t r o f l u o r a n t h e n e C a n c e r L e t t , 15 : 1- 7 .
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5 15 - 5 19
R i c e
,
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